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Introduction générale

Introduction générale

Les toxi-infections alimentaires collectives (TIAG¥clarées ont vu une
augmentation remarquable, cette derniére décei@venme il a été signalé par
l'institut national de la santé publique de I'Alggcette augmentation ne semble pas
lite a la dégradation de I'état sanitaire maisgtlatla performance et 'amélioration
continuelle de systeme de surveillance et/ou decéuhares de suivi. Cette
amélioration du systeme de surveillance était asigsialée par le rapport de la FAO
(2005). Entre outre, malgré les efforts faits palgérie dans ce contexte, le taux réel
des TIAC semble supérieur a celui annoncé par uésriges compétentes. Comme
indiqué dans ce méme rapport, les symptémes gasérapies ne sont pas considéres
comme un probléme sérieux pour la santé publiqubear D'une part, cette
considération amene a ignorer et a ne pas rechiepbiieurs pathogenes. D'autre
part, ces syndromes gastroentériques sont assogisieurs pathogénes et/ou leurs
toxines ne sont pas répertoriées dans les critdi@sbiologiques recherchés. Dans la
majorité de TIAC, la détermination de I'agent cdugnéralement était basée sur la
suspicion symptomatologique. Cela probablement é ame confusion entre les
agents incriminés et ceux suspectés. En 2011 gesta détectés en Algérie, étaient
Salmonellassp, Listeria monocytogenesClostridium perfringenset Staphylococcus
aureus(Mouffok, 2011) avec 60% des TIAC dont I'agent saluest inconnu. Alors a
l'instar des pays européens y a-t-il d’autres béd@ouvant étre incriminées dans les
TIAC en Algérie ?

En France,Bacillus cereus bacilles ubiquitaire sporulée est considéré conhene
troisieme agent impliqué dans les TIAC. Parmi ks wotifiés 8Bacilluscereus 25%
était associé a la consommation de la semoule ebascous (Cadel at., 2012). Ce
taux semble étre important pour un pays ou la s&amde couscous n'est pas un
aliment consommeé majoritairement. Pour un pays aonsateur de la semoule de
couscous comme I'Algérie, le taux de TIAC di a ethpgéne devrait étre élevé.
Surtout que les Algériens sont d'important consotaorade couscous avec une
consommation moyenne de 50kg par habitant et p@d'agidro et Pagani, 2010). Le
couscous occuperait la troisieme position parmalasents incriminés dans les TIAC
en Algérie (Mouffok, 2011).
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Les spores ddacillus cereusne sont pas affectées par de faibles activités
d’eau dans la semoule du couscous mais sont cepentfactés par l'effet de la
cuisson (estimé a 95°C). A cette température, desds végétatives sont détruites
contrairement aux formes sporulées qui peuvent @ttavées. Alors suite a leur
germination, elles peuvent se développer dansuscous apres la préparation et la

réhydratation.

Dans cette étude, nous déterminerons et identifera flore sporulée
mésophile aérobie dominante de la semoule de cossawus évaluerons leur
thermorésistance, déterminerons leur capacité di#égelopper dans la semoule de
couscous afin de pouvoir prédire le niveau finaladeontamination au moment de la

consommation.

Pour atteindre nos objectifs, nous avons diviséaeil en deux parties. La
premiere partie bibliographique a été consacréaira un état des lieux des toxi-
infections alimentaires collectives en Algérie @&fplace des bactéries sporulées dans
ces TIAC et a lI'importance des spores bactériemtzas la semoule de couscous.
Ensuite nous avons présenté la technologie d’'abtemte la semoule de couscous

dans les productions artisanales et industrielles.

La deuxiéme partie présentera la partie expérinemta notre étude. Nous
avons dénombré et recherché les spores bactérie@mebies mésophiles dans la
semoule de couscous. Aprés les avoir isolées dtdsété identifiees par le
séquencage de gene 16S puis l'affiliation des ssiateBacillus cereuspar le
séquencage de gepanC a été déterminée. Enfin, la thermorésistance deshes
ainsi que leur capacité a se développer dans lscoos ont été déterminées et
guantifiées.
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I. INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE
[. 1. Les toxi-infections alimentaires

Les toxi-infections alimentaires collectives (TIACJont des accidents aigus
d’intoxication consécutifs a I'ingestion d’alimententaminés par des bactéries ou par leurs
toxines. Un foyer de TIAC est défini par I'appaoiti d’au moins deux cas groupés d’'une
symptomatologie similaire, en générale digestimtan peut rapporter la cause a une méme
origine alimentaire (Buisson et Teyssou, 2002).

Les toxi-infections alimentaires collectives onit féobjet de nombreuses études, de
suivis épidémiologiques et de recherche des sou@érents incriminés) et des agents
responsables (microorganismes et/ou leurs toxi&es3. suivis consistent a collecter lors de
ces toxi-infections toutes les informations augsiaeistives que possibles (cf Annexe 1).

Comme en France, dans les pays de Maghreb, les B&@ des maladies a
déclaration obligatoire.

En Algeérie, la déclaration obligatoire des malaq&sAnnexe 2) est régie par l'arrété
N° 179/MS/CAB du 17/11/90 fixant la liste de malks&lia déclaration obligatoire et les
modifications de notification et la circulaire N126/MS/DP/SDPG du 17/11/90 relative au
systéme de surveillance des maladies transmissibles

En France, la liste des maladies a déclaratiorgatdire (DO) est fixée par le décret
n°99-363 du 6 mai 1999. Le texte paru au JORF/LD110 du 13 mai 1999, page 07096,
NOR : MESP9921293D.

Au Maroc, la déclaration des maladies est régleémepar le décret Royal N° 554-65
du 17 Rabie | 1387 (26 Juin 1967) et dont les mtat’application sont fixées par I'arrété
ministériel N° 683-95 du 30 Chaoual 1415 (31 M&95) et ses modificatifs.

En Tunisie, la maladie transmissible doit étre add & ['autorité sanitaire
conformément a l'article N° 8 de la loi N° 92-712iujuillet 1992, modifiée et complétée par
la loi n°® 2007-12 du 12 février 2007, relative amaladies transmissibles. La liste des
maladies a déclaration obligatoire est fixée pdoil&l° 92-71 du 27 juillet 1992.

Par ailleurs, les germes a rechercher ne sontgtadlléls dans cette liste. Cependant,
les agents recherchés sont ceux exigés dans tesesrmicrobiologiques. Souvent I'agent est

déterminé suivant une suspicion symptomatologique.
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l. 1. 1. Germes impliqués dans les toxi-infectioraimentaires

Plusieurs bactéries et/ou leurs toxines sont impksg dans les toxi-infections
alimentaires (cf Tableau 1). De ce fait, on peasssér les intoxications alimentaires selon
gu’elles soient a symptomatologie neurologique @sowmotrice ou a symptomatologie
digestive (INSP, 2010). D’autre part, les germesdpcteurs de toxines peuvent étre sous
forme végétative (sensible a la température) ouusp® (résistante a la température). Les
bactéries sporulées sont plus persistantes damseltions hostiles de transformation ou de
préparation. Par conséquent, elles peuvent étpgomeables des TIAC associées a des
produits considérés par les consommateurs sUrgéstmant peu de risques sanitaires.

Tableau 1 : Bactéries incriminées dans les TIAC danles pays du Maghreb et en
France (Zweifel etal., 2004, INSP, 2010).

Production

Germe Forme des France e Facteqrs (_je Symptémes
) Maghreb contamination
toxines
Clost_ru_jlum Sporulée + + + Conserveg fa_lrrpllales NV
botulinium mal stérilisés
Aliments peu ou pas
e cuits (viandes,
Salmonella Végeétative + + F IR, GatE, T
de mer)
Staphviococcus Lait et produits
phy Végétative + + + laitiers, creme
aureus PP .
patissiére, mayonnais
Shigella Végétative + + + Allmentcsuﬁ(sau ou pas
Escherichia e Viandes, volailles, lait D
. Vegetative + + + .
coli cru, eau non chlorée
- Plats cuisinés la veille
Clostridium . . .
perfringens Sporulée + + + (viande en bouillon,
sauces)
Campviobacter Volailles viandes
~ampy Végétative + + + rouges, lait non
jejuni I
pasteurisé
Bacillus cereus Sporulée + + -

(+) : recherchée ; (-) : non recherché ; (N/Vymptdmes neurologiques ou vasomotrices ; (D) : 3mps
digestives.
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l. 1. 2. Evolution des Toxi-infections Alimentairesen Algérie

En Algérie, le nombre total de foyers déclarés mas de 82 foyers avec 2807
personnes touchées dont 5 décédées durant I'afide(Rlouffok, 2011). Cette année 2011
était caractérisée par une augmentation des TIACapgort a 'année précédente, 2010 (cf

figure 1).

17

16

15

14 +

13

12

11

Incidence des TIAC en Algérie

10

9 T T T T T T T T T T T T 1
1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

Année

Figure 1 : Incidence des TIAC en Algérie durant Igpériode de 1999 a 2011
(source INSP)

Avant I'an 2000, en Algérie I'enregistrement de®\TIne paraissait pas comme une
priorité, la fragilité du systéme de surveillantale gestion des risques alimentaires était liée
a l'instabilité politique gu'a connue I'Algérie damt les années 90. A partir de 2000, la
notification des TIAC a vu une augmentation pass#mtll,2 a 16,01 cas par 100000
habitants en 2003. Cela est di probablement apldseedu systéme de surveillance qui a
permis de détecter de nombreux cas de TIAC surgenGependant, I'émergence de
nouveaux pathogenes et/ou cas de TIAC n’a aucuatoreavec I'augmentation de taux des
TIAC enregistrées.

Par ailleurs, la période de 2004 a 2007 se carsetgar de fortes variations des taux de TIAC
enregistrées d’'une année a une autre. Cependaantda période de 2007 a 2009, le taux des
TIAC se stabilise autour de 15,29 cas par 1000@dre#ts. En 2010 et 2011, les TIAC ont
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atteint des taux de 12,8 et 13,87 cas par 1000bianés respectivement (REM, 2011). Ces
taux de TIAC ont été notifiés en milieu familialo@) et en restauration collective (60%)
(Mouffok, 2011)

La wilaya d’lllizi (Sud de I'Algérie) est la plusotichée (278,85 cas / 100000
habitants) suivie par Ghardaia (109,96 cas/100@b@&tdnts) puis Naama (93,92 cas/100000
habitants) (REM, 2011). Ces trois willayas sontiésts dans le Sud Algérien. En effet, les
willayas du Sud et des hauts plateaux sont forténb@mchées et ont notifié des taux
régionaux plus élevés (source : INSP). Par exempesvillayas d’lllizi, Naama, M’Sila,
Ouargla, Ghardaia, El Bayadh, Tindouf, Tamanrastséissemsilt étaient toujours retrouvées
parmi les trois premieres wilayas touchées pafI&€. Entre outre, les wilayas c6tiéres ont
aussi notifié des taux élevés des TIAC notammenmniéinde estivale. Cependant, toutes les
autres wilayas de la république ont notifié desd=a$IAC a des taux faibles.

Comme montre la figure 2, 'augmentation du nomdee TIAC déclarées était
observée durant la période estivale quand la deended repas rapides et la consommation
hors foyer augmentent. La non prise de conscieesecdnsommateurs a respecter la chaine
de froid, I'insuffisance des conditions d’hygiénes les températures ambiantes élevées

comptent parmi les principaux facteurs favorisaatprésence et la multiplication des

pathogéenes.
4 -
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Figure 2 : Evolution des TIAC en fonction des saists (source : INSP).
H 2011,H 2010, H 2008,H 2007, H 2005.
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En Tunisie, les 121 foyers de TIAC déclarés de i#garR010 & Novembre 2011, ont
fait état de 1244 victimes (source : DHMPE-MSP). Maroc, en total 1070 cas de TIAC ont
été enregistrés en 2011 (Hammouwakt 2012). Le nombre de cas réel est certainement en
dessus de celui enregistré malgré l'existence dysteme de surveillance des maladies
d’origine alimentaire adéquat (FAO, 2005 ; FAO, 28D Cela peut étre di aux contraintes
techniques liées aux moyens de transport et de cucation.

Les agents impliqués dans les TIAC dans les paySlaghreb sonSalmonellassp,
Staphylococcuswreus Listeria monocytogenegt Clostridium Perfringens(Aoued etal.,
2010 ; Mouffok, 2011 ; Anonyme, 2011).

En France, 1153 foyers de toxi-infections alimeeicollectives (TIAC) ont été
déclarés en 2011, affectant 9674 personnes, dasun? décédées. Le nombre de foyers
déclarés en 2011 a augmenté de 12% par rappoftCa(BIVS, 2011). L’agent responsable le
plus fréquemment incriminé ou suspecté était l'ent&ine staphylococcique (33% des
foyers), les salmonelles (17% des foyeBacillus cereus(17%) etClostridium perfringens
(11%) (INSV, 2011).

Dans notre étude nous nous sommes intéresses atexibs sporulées impliquées
dans les TIAC a syndrome gastriqu&ostridium perfringensest une bactérie anaérobie
impliquée généralement dans les TIAC liées a ladeaet les produits carnés (Andersson et
al., 1995). Elle ne se développe pas a la surfaceetancheBacillus cereusest associé a
plusieurs intoxications alimentaires liées aux pitsdamylacés, aux légumes et aux fruits
(Cadel etl., 2012).

l. 1. 3. Importance deB. cereusdans lesTIAC en Algérie

Plusieurs pays ont enregistré des cas d’intoxiodi@a 'ingestion ddacilluscereus
En effet, les Etats Unis et 'Angleterre ont enség 235 cas (MMWR, 2013) et 130 cas
(HPA, 2012) respectivement dans la méme périod&988 a 2008. En Europe, 124 (2.2%)
des cas d'intoxication dus a l'ingestion Bacillus ssp. ont reporté pour 11 pays membres de
I'union Européenne en 2009 (FSAI, 2011).

En France, cette bactérie est considérée comrtreisé&&me cause (17% des cas) de
TIAC (Delmas etal., 2010). Par contre dans les pays du Maghrebt Btemrecherché, aucun

cas associé a ce pathogene n’'a été enregistré (R&Dd, Mouffok, 2011). Cependant deux
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cas -suspectés épidémiologiquement d’apres les téymaig ont été causés Br cereusa
Bizerte — Tunisie (2010-2011) (Anonyme, 2011).

En outre, certains travaux ont identifié des sosche Bacillus cereusa partir
d’aliments incriminés dans les intoxications sutrtau Maroc (Merzougui l., 2013) et en
Tunisie (Aouadhi eal., 2013).

Par ailleurs, Al-Abri etal. (2011) ont isolé des souchesR#illuscereusincriminés dans des
TIAC a Oman.

A l'instar de la France, en AlgérRacillus cereuspeut étre déja la cause de plusieurs
cas de TIAC parmi les 60% des cas dont I'agentiresinnu. Les signes cliniques liés a
I'ingestion deB. cereuset/ou leurs toxines : entéro-gastrique et trowdesysteme nerveux
central et périphérique, semblent étre semblableslés deStaphylococcuaureus En plus
des lacunes législatives, les médecins peuvenbodré avec les signes cliniques des autres
TIAC. Dans les pays arabes, les syndromes diawkgieget de vomissement ne sont pas
répertoriés car ils ne sont pas considérés commeroinléme sérieux en santé publique
(FAO, 2005 ; FAO, 2005a). Par conseéqueBt, cereusou d’autres germes incriminés
échappent de la détection.

En Algérie, 60% de cas dont I'agent causal estrinaa cause des lacunes législatives
ou techniques. Certaines bactéries conBaeillus cereusne figurent pas dans la liste des
germes recherchés causant les TIAC (cf Annexe Zhé&he de criteres microbiologiques
surtout dans les céréales et graines ainsi quprtekiits de mouture (JORADP, 1998). En
France, dans 36.5% des foyers aucun agent n'a&#tdivé ou recherché entre 2006 et 2008
(Delmas etl., 2010).

l. 1. 4. Aliments incriminés dans les TIAC en Algée

Comme le montre le tableau 2, les aliments incr@mirdans les TIAC déterminés en
Algérie sont le couscous, les eaux, le lait efplexluits laitiers, les ceufs, les patisseries ainsi
que les viandes et les produits carnés. Le cous¢eysdat plus consommeé en Algérie est
classé en troisieme rang des aliments incriminésc al3 et 14% en 2010 et 2011
respectivement. Il est aussi associé a plusiewwdeallAC déclarés au Nord de I'Afrique
(Benkadour, 2002; Belomaria &t, 2007; Aoued edl., 2010), en France (Haeghebaerlet
2002) et au Canada (CDC, 2000).
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Les germes recherchés sont ceux régis par lesexib@icrobiologiques (cf Annexe 3)
et/ou cités dans la liste des maladies a déclaradioligatoire en fonction de produit

incriminé.

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

Aliments incriminés 2010 2011
Viandes et produits carnés 46 a7
Patisseries 15 17
Couscous 13 14
Lait et produits laitiers 12 11
CEufs 08 07
Eaux 06 04
Total 100% 100%

l. 1. 5. TIAC associées aux produits amylacés comnés parB. cereus

De nombreux travaux ont montré I'implication &e cereusdans les intoxications
aprés la consommation des pates alimentaires (Maflal., 1997 ; Agata eal., 2002 ;
Jaaskelainen etl., 2003; Pirhonen &tl., 2005, Logan, 2011) et produits déshydratés &&ilb
etal.,, 1974 ; Parry eal., 1980 ; Te Giffel and Beumer, 1999 ; Benkado@Q2; Dierick et
al., 2005 ; Duc eal., 2005 ; Padilla etl., 2006 ; Ouarsas at., 2008 ; Delmas etl., 2010).

B.cereusest le plus souvent décrit comme agent de toxeindn alimentaire liée a la
consommation des végétaux, produits amylaces gbléds réfrigérés (Yusuf eil., 1992 ;
Rusul et Yaacob, 1995 ; Salkinoja-Salonenlgt1999 ; Sarrias etl., 2002 ; Guinebertiere et
al., 2003 ; Lake eal., 2004 ; Haque et Russell, 2005 ; Svenssaal.eR006 ; Valero eal.,
2007 ; Stenfors Arnesen ak, 2008 ; Brychta eal., 2009 ; Al-Abri etal., 2011 ;. Valerio et
al., 2012).

Durant la période 2006-2010, la France a enregi8®@ cas juste pour la
consommation de semoule contaminée PBarereus(Cadel etal., 2012). Cette espéce
bactérienne est impliquée dans 53% des cas d'cdab@n dus a la consommation des pates
(dont 25% avec la semoule ou couscous), entre 20P610 (Cadel l., 2012).
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B. cereusest impliqué dans la production de deux toxinesirdites responsables de
symptébmes diarrhéiques ou émétiques (Lakalgt2004). Les syndromes émétiques sont
associés geneéralement a la consommation de proalugtaceés, par contre les symptémes
diarrhéiques sont liés généralement aux alimeat®si en protéines (Schoeni et Wong, 2005).

D’autres bacilles sporulés peuvent étre a l'origoee syndromes diarrhéiques et
émétigues commeBacillus lichenoformis Bacillus subtilis Bacillus pumilus (Griffiths,
1995 ; Peypoux atl., 1999 ; Dierick etl., 2005 ; EFSA, 2005 ; Pavic at, 2005 ; Logan,
2011) etBacillus thuringiensis(Jackson etl., 1995). Le tableau 3 montre les différentes
toxines produites paBacillus sp. Par ailleursBacillus licheniformis Bacillus subtilis et
Bacillus pumilussont connus pour leur production de toxines :dhdnysine A (Mikkola et
al., 2000), le surfactant (Peypoux at, 1999; Hoornstra edl., 2003) et les lipopeptides

pumilacidines (From el., 2007) respectivement.

Tableau 3 : Caractéristiques des intoxications alientaires associées Bacillus sp
(Griffiths, 1995 ; Stenfors Arnesen egl., 2008).

Especes dd®acillus

B. cereus B. subtilis  B. licheniformis  B. pumilus
Syndrome Diarrhéique Emétique nc* nc nc
Toxines Hbcl:,y{\ll<he, Céreulide nc type céreulide nc
Types de toxines Protéine Peptide nc Peptide nc
Taux de contamination
des aliments impliqués >10° >10 >10° >10° >10°
(UFC/g)
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
Symptdmes
Vomissements +/- + + +/- +
Diarrhées + +/- +/- + +
Crampes d’'estomac + +/- +/- +/- nc
Nausées +/- + +/- - +

* Non communiqué
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l. 1. 6. Pouvoir toxinogene dd3. cereus

Les deux principales toxines reconnues dans lesCTdAnt celles responsables des

syndromes diarrhéiques et émétiques :

La Toxine diarrhéique

Quatre différentes entérotoxines ont été citéesGaanebertiere eal. (2002) : deux
constituent le complexe protéinique (hémolysine BHBL) et I'entérotoxine non-
hémolytique (NHE), les deux autres entérotoxine¢bd-D-ENT) et la cytotoxine K. La
toxine est produite dans l'intestin durant le déppement d&. cereuqCarlin etal., 2000).
Elle est complétement inactivée par le chauffag® &C pendant 5 mn et dénommée pour
cette raison toxine thermolabile (Bourgeois et katp1996).

En raison de sa sensibilité aux températures tietl@six enzymes protéolytiques, la
toxine diarrhéique n’est que rarement directemehobrégine d’intoxications (Bourgeois et
Larpent, 1996). L'autre raison est que le nombrdattéries nécessaires pour produire des
quantités significatives de toxine dans I'alimest &llement élevé qu'il rendraient I'aliment
inacceptable pour la consommation (Lakalet2004).

Le premier symptdme lié & cette toxine est génératg une diarrhée abondante,
accompagnée de douleurs et de crampes abdominalepmpraissent 8 h a 16 h (10 h en
moyenne) aprés l'ingestion de l'aliment contamiei plus rarement, de vomissements et de
la fievre (Sutra eal., 1998). Les symptomes disparaissent en moingtde@res (Bourgeois
et Larpent, 1996), sans accompagnement thérapeytyura eal., 1998).

La Toxine émétique

Les toxines émeétiques sont formées dans I'alim@atrlin etal., 2000). Elles sont
produites de facon optimale & 30°C. Elles sont snise évidence a partir d’'une charge
microbienne de TOUFC/g de produit (anonyme, 2015). Agataakten 1995 ont purifié la
toxine émétique et I'ont identifiee comme étantdaaécadepsipeptide cereulide .

Les intoxications surviennent a la suite de lirtges d’aliments contenant la toxine
préformée (Sutra etl., 1998). La période d’incubation varie de 6 a 1@btermans edl.,
1998). Le malade est pris de nausées et de vomesgégnaccompagnes de crampes, de
douleurs abdominales, et de diarrhée pour envirotieus des cas. Aucun traitement médical

n'est généralement requis (Sutraakt 1998). La guérison est rapide, mais des contjits

11
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sont toujours a craindre chez les individus fragilgnsuffisances cardiaques, enfants,
vieillards, malades hospitalisés...) (Bourgeois apkat, 1996).

Les risques liés a I'ingestion dgacillus ssp et/ou leurs toxines (et surt@acillus cereus
sensu strictpdans les aliments dépendent fortement de la\®osiié deBacillus, du niveau
de contamination et des modalités de préparatienatimments. C'est ce qui a notamment
suscité I'intérét de cette étude qui porte sulescous.

l. 2. Les bacilles sporulés associées aux alimeataylacés

Les aliments amylacés sont les plus consommés adendont la plus grande partie
produite provient des céréales (blé, riz, mais..i3 piennent les racines et tubercules (FAO,
1996). Le blé dur est le plus consommé dans le m@wtc 67.5kg par habitant en 2011
(FAO, 2011). Les pays d’Afriqgue du Nord et d’Asiens parmi les premiers consommateurs
de blé. L'Algérie se classe en deuxieme rang alar€Bunisie avec une consommation de
presque 240kg par habitant et par an (FAO, 2014).

Le blé dur est un aliment qui se caractérise parastivité d’eau faible (0.10-0.20) (NSW,
2008) ce qui inhibe la croissance des microorgagismais des bactéries sporulées peuvent
étre présentes sous forme de spores a ce niveativiiéa

[. 2. 1. Contaminants bactériens dans la semoule

La plupart des données bibliographiques concertemtrecherches bactériennes
réalisées dans le blé dur ont concerné les fldne® et technologique (bactéries lactiques...)
a savoir les travaux de Spicher (1959) ; Boraaal.€1993) ; Faid eal. (1994) ; Rosenquist
et Hansen (2000), les flores indicatrices d’hygieamme les Coliformes (Berghofer at,
2003),E. coli (Spicher, 1986 ; Berghofer ak, 2003 ; Aydin egl., 2009), les Streptocoques
fécaux (Rogers et Hasseltine, 1978 ; Spicher, 1688)aphylococcuaureus(Spicher, 1986).

Les bactéries sous forme végétative sont généralenédiminées durant la
transformation du blé en pates alimentaires ou emosle de couscous, cependant, les
bactéries sporulées survivent aux process et pegeemhévelopper dans le produit quang I'a
devient supérieur a 0,60. Les sporulés anaéroBiestfidium) sont en général moins étudiés
dans les aliments a base de céréales, en raidenrdeie respiratoire anaérobie. Néanmoins,

le dénombrement deSlostridia sulfito-réducteurs a 46°C est mentionné parmiciggres

12
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microbiologiques de céréales, graines et prodwgtsndutures en Algérie (JORADP N° 35,
1998).

Les bactéries du genrBacillus bien que non systématiquement recherchés sont
frequemment rencontrées dans les aliments a baseréldes telles que les pates alimentaires,

COUSCOUS OuU riz.

l. 2. 2. Bacillus spp dans la semoule

De nombreux travaux ont rapporté la présencBatgllus dans les pates alimentaires
(Ponce etal., 2002 ; Valero eal., 2002 ; Rosenquist al., 2005), riz (Gilbert eal., 1974 ;
Johnson edl., 1984; Ueda, 1994 ; Sarriasa¢t 2002), la semoule (Rogers, 1978 ; Rosenkvist
et Hansen, 1995 ; Fang aL, 1997 ; Hansen et Knochel, 1999 ; Berghofealet 2000 ;
Sorokulova etl., 2003 ; Berghofer edl., 2003 ; McSpadden, 2004 ; De Vuyst et neysens,
2005 ; Laca etal.,, 2006 ; Chitov etal., 2008 ; Lee efal., 2009 ; Akpe etal., 2010 ;
Samapundo «l., 2011 ; Valerio etl., 2012 ; Di Biase, 2013) et l'attieké : couscousase
de manioc (Assanvo at., 2006; Coulin eal., 2006 ; Djeni eal., 2011).

Comme le montre le tableau 4, plusieurs espec8adiéusont été isolées a partir des
aliments a base de blé dur. Les espéces bactéiémmpiemment rencontrées s&acillus
cereus Bacillus licheniformis Bacillus subtilis et Bacillus amyloliquefaciensValerio etal.
(2012) ont étudié la contamination de semoule éadll par les spores bactériennes, 56.1 %
des isolats sont identifiés comme appartenanspd@eBacillus amyloliquefaciensD’autres
espéeces ont été isolées a partir de semoule eEsegs avec une prédominanceBieillus

cereusreprésenté dans la plupart des échantillons atmlygs$ tableau 4).
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Tableau 4 : Différentes espéces dgacillus isolées des aliments a base de blé.

Blé dur >50 Rogers et Hasseltine (1978)
Spores aérobie Semoule |
moutué ND 5-1C° Spicher (1986)

Semoule de blé 12 ND Valerio &t (2012)

B. licheniformis _ )
Pain 24 10-1® Rosenkvist et Hansen (1995)

B. amyloliquefaciens 54 16 Valerio etal. (2012)

.B. mycoides céréales 8 10 Yusuf etal. (1992)

ND : non déterminé

Bacillus se trouve a différentes concentrations dans s les semoules. Certains
auteurs ont rapporté leur présence a de faiblesectrations (1%&pores/g) (Rogers, 1978;
Spicher, 1986; Rosenkvist et Hansen, 1995 ; Besghef al., 2000, 2003). Cependant,
d’autres auteurs ont rapporté des concentratiomérigurs a 19spores/g (Yusuf l., 1992 ;
Chitov etal., 2008 ; Valerio eal., 2012).

Bacillus cereusest un contaminant de la semoule et des pategrahines avec un
pourcentage de 18.9% a 93% de prévaleBceereugproduit une amylase, ce qui lui permet
de se développer dans les produits amylacés aexglique sa forte prévalence (Sivakumar et
al., 2012).

14
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l. 2. 3. Origine des spores dans la semoule

pY

La microflore du couscous peut étre apportée panddiere premiere a partir de
contamination par le sol, culture et conditiongpdecess (Saalovara, 1984 ; Sorokulovalgt
2003). Le sol est une importante source de bastéperulées (Carlin, 2011). Par conséquent
la contamination par le sol du blé dur est inév@aboit au cours de la récolte, soit au cours
de la culture. Les bactéries du sol se déposenasimuche externe des grains de blé dur. Les
bactéries sont ensuite susceptibles de passerrduvess la semoule durant le broyage des
grains de blé (Berghofer at, 2003 ; Valerio eal., 2009).

Pendant la mouture, les opérations de broyage dardesage créent une quantité
considérable de chaleur, par conséquent, la coatiensde I'humidité dans les rouleaux de
rupture, et le tamis peut parfois conduire a I'angiation de résidus de farine a l'intérieur de
I'équipement et leBacillus sont connus pour leur capacité a former des mefiLesBacillus
adhérent aux surfaces des équipements puis commmitautres produits. A la sortie du
process, le niveau de contamination peut étre &mpdurtout durant le stockage et
l'utilisation du produit et/ou par les ingrédierdgoutés au moment de la consommation.
Cependant, la charge des contaminants semble dimamues le process de transformation en
pate alimentaire et/ou semoule de couscous (Bezgtaifal., 2003 ; Valerio etl., 2009).

Cependant la présence des spores bactériennesijesirs signalée.

Comme montre le diagramme sur la figure 3, lesimegyde ces bactéries sont diverses. Elles
peuvent étre apportées par les excréments des @nigtades étres humains ou peuvent
constituer la flore autochtone d'un écosysteme. Gastéries peuvent intervenir dans
plusieurs processus biologiques naturels a sawsirclycles géochimiques (de carbone,
d’azote...) et/ou industriels (fermentation...), phwosaire (lutte biologique,
phytopathologie...).
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Bacillusssp

Environnement . .

et eau Plantes Animal Etre humain

Rhizospheére 7 Application
: Ingrédients : Alimentation industrielles

Arthropodes Frgcpon Enwropneme il qucasse . de. .
abiotique N nt agricole animales biopesticides
Vers de terre Matieres probiotiques
premiére Ensilage

Figure 3 : Diagramme de I'origine de contaminatiorpar les bactéries sporulées des
aliments (Inspiré de Carlin, 2011).

|. 3. Procédés de fabrication du couscous

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

composé de semoule de blé duriticum durum)dont les éléments sont agglomérés en

ajoutant de I'eau potable et qui a été soumis drdésments physiques tels que la cuisson et

le séchage. Le couscous est préparé a partir délange de semoule grosse et de semoule

fine. Il peut aussi étre préparé a partir de la@sdendite «grosse-moyenne.

Le blé dur est exclusivement destiné a la consoiomahumaine aprés sa

transformation. Il se transforme en semoule puig&® ou couscous. Dans certains pays

(Italie, Grece et France), la |égislation régittilisation du blé dur pour la préparation des

pates, cependant, dans d’autres pays de l'uniapéanne, la Iégislation est plus permissive

(Morancho, 2000). Ces derniers admettent la pda8ibde son utilisation comme blé

panifiable.
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En 2011 et 2012, la production mondiale de blééadé 674 millions de tonnes (FAO,
2011). En 2013, 704 millions de tonnes de blé tdtpéoduites dans le monde (FAO, 2013),
soit une progression de 6,5%. L’'union européenhé&egzemier producteur de blé au monde
dont la France occupe le deuxiéme rang (2,4 mdlide tonnes en 2012) aprés [I'ltalie
(Lelamer et Rousselin, 2011). La France est lecppai fournisseur de blé dur de I'Algérie
(FAO, 2011).

La consommation mondiale moyenne de Blé était dék§7par habitant en 2011
(FAO, 2011). Les pays d’Afrique du Nord et d’Asmns parmi les principaux consommateurs
de blé par habitant au niveau mondial, 'Algérieuqme le deuxieme rang apres la Tunisie
avec une consommation de presque 240kg par habitgar an (FAO, 2014).

Les algériens consomment le blé dur sous difféseftianes a savoir notamment les
pates alimentaires et le couscous. Le blé dur sidsittraitements de transformation selon le
produit désiré. La semoule de couscous produit faii 'objet de cette étude nécessite
d’abord la transformation du blé dur en semoulentngiétre transformé en semoule de

couscous.

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

La semoule correspond a des morceaux de grain apti gus ou moins vétus
d’enveloppes (Doumandji el., 2003). La semoule de blé duFrificum Turgidumssp.

Durum)est fréquemment consommeée notamment dans lesipg@urtour méditerranéen.

En France, 65% de semoule de blé dur produite (819%tonnes/ année) est destiné a
la fabrication de pates alimentaires séches ebdscous (Lelamer et Rousselin, 2011). 25%
de production de blé dur sert a la fabrication olescous dont 26% sont exportées (SIFPAF,
2012).

Le process de transformation du blé en semouleisters débarrasser d’abord le blé
dur de ses impuretés avant de le stocker. Un dexieettoyage est recommandé pour
éliminer les impuretés fines, puis les grains s@garés selon leur taille, leur forme et leur

poids.

Les grains de blé dur triés sont ensuite condiisnen les humidifiant (Mouillage)
afin d’éviter de briser le son durant la mouture. départ, le grain de blé dur posséde une

teneur en eau égale a 11 ou 12% puis le grainuesidifié jusqu’'a 16 ou 17%. Les grains de
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blé sont mélangés en fonction de la qualité de staraésirée. Aprés la mouture du mélange,

la semoule est récupérée puis conditionnée.

Plusieurs sous-produits sont générés a savoirfilests” (semoules trés fines), les

"gruaux” (gros grains) et les "issues" comme leetdes pailles.

En outre, le son, les germes et les fourragersaasgi repartis dans des silos afin de
les stocker. La figure N° 4 schématise le diagrantmemouture du blé dur comme était

expliqué précédemment.

Séparateur-aspirateur
. \Mag'nenque Nettoyage du
Trieur & grain rond ou longu |
Brosse a blé blé

—M—

Mouture

Tamisage

-«

Tamisage

| Germes | | Fourrager | | Sons |

Figure 4 : Diagramme industriel simplifié de fabrication

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

L’Algérie est leader en matiere de production dwsoous (environ 1 million de
tonnes/an) y compris le couscous industriel esantl avec une consommation de 50kg par

capita/an (D’egidro et Pagani, 2010).

Selon Derouiche (2003), la consommation de cousattemt 9.21 kg par an et par
habitant a I'Est d’Algérie. De plus, le couscousreangé au moins une fois par semaine a
Constantine (Est d’Algérie) par plus de 50 % dedgulation (Benlacheheb, 2008). Par
ailleurs, selon une enquéte réalisée en Franamuscous constitue le troisieme plat préferé
des francais. En effet, la France a une moyenrmagommation de 1.4kg par habitant et par
an (SIFPAF, 2012).

Le couscous ou K'sksou est un plat traditionnelupge en Afriqgue du Nord et en
Europe du Sud. Il est connu sous plusieurs nomsTuequie : Kuskus, au Maroc : Maftol, au
Liban : Moghrabieh, en Berbére: Seksu, en Libyaisksi, chez les Tuareg : Keskesu ; en
gréce : Kouskousaki (Coskun, 2013). Cependant dansins pays d’Afrique, on appelle

attiéké un couscous a base de manioc (Coukuh,e2006).

Le couscous est riche en glucides (70%) mais paavigrotéines (13%) et en lipides
(2%). Il présente aussi un large éventail de minékdlg, 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 I'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 étre obtenuespaoipréparation artisanale au

niveau des foyers (domestique) soit au niveau imniglis
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|. 3. 2. 1. Préparation artisanale

La préparation artisanale du couscous consiste dangremier temps a choisir le
calibre des semoules en fonction du couscous d@sogen, fin ou gros).

En premier temps, les semoules sont hydratéesde/Beau salée progressivement en
roulant les grains dans un ustensile appelé « @Gasddne poignée de la semoule (100g) est
imbibé par une cuillere d’eau salée puis mélangéle®roulant a la paume de la main (pour
éviter les grumeaux). Ensuite, la semoule est épytrogressivement en l'imbibant. Le
roulage est une étape déterminante de la qualitgales de couscous assuré par mouvement
circulaire des mains en écrasant les grains der#usle. Ensuite, a I'aide d’'un tamis les
grosses graines sont séparées des petites. Apieiention des grains, ceux-ci sont alors
séchés a la température ambiante en étant agitiesghs en temps ou apporté directement a

la cuisson a la vapeur.

Dans les pays du Maghreb, le couscous est cuit ldacguscoussiéere (cf Figure 5).
Cependant, dans les pays occidentaux, certain®onateurs font tremper le couscous dans

I'’eau bouillante.

Couscoussiére

Gradient de la température|

Moins chaud

- I:— -"'"".,‘l':_'_v-.
e s

} b A | = v
"% 4 Coliscous I F
5 ¥ & ]
g ] i

SIERT R =R TY

90-98°C

Eau bouillante

Source de la chaleu

Figure 5 : Modalité de cuisson du

couscous dans les pays du Maghreb.
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Dans les pays du Maghreb, le couscous est caitvapeur dans une couscoussiére.
Ce traitement est répété plusieurs fois (3 fois) femction de la de qualité du grain
(gonflement). La température peut atteindre 98°Cf@ud en contact avec la vapeur.
Cependant au cceur de la couche de couscous, léramme est inferieure. De ce fait, le coeur
de couscous est un point critique, point froid dinpde vue de l'inactivation thermique. Les
cycles de cuisson sont séparés par un délai des pd0 a 20 minutes a la température

ambiante (cf figure 6).

Premiére hydratation (500ml)

La semoule Repos (10 4 20 1* cuisson Emottage + Repos (10 a

du Couscous min)/Température (90°C/15min) dispersion 20
(300g) ambiante min)/Temoér

Deuxiéme hydratation (H,0 + Sel) ~——p]

Assiette du 2°™ cuisson

couscous (90°C/8min)

Figure 6 : Diagramme de préparation du couscous agptir de la semoule.

Les familles préférent encore la préparation duscous a partir de la semoule.
Cependant la semoule de couscous précuite indisstgaest de plus en plus utilisée par les

ménages.

|. 3. 2. 2. Procédé Industriel de fabrication de laemoule de couscous précuite

Le process de fabrication industrielle du cous@sidasé sur le méme principe que la
préparation artisanale. Les semoules sont mélarggéeau puis roulées. Apres une série de
calibrage, les grains obtenus sont cuit a la vapeis séchés par un sécheur rotatif avant

d’étre refroidi (cf figure 7).
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Figure 7 : Ligne de production industrielle de cousous. 1 : Groupe pate avec rouleuse ; 2 : Cuiseur. Rouleuse tamis produit et séchoir
rotatif Romet 3 ; 4 : Refroidisseur ; 5 : Plansichér et convoyeurs produits et poudres ; 6 : Silos deockage produit fini ; 7 :

Conditionnement (avec l'autorisation de Storcs.p.a Italie).

22



Introduction bibliographique

Les grains fins et moyens sont emballés par cdesrgros sont recyclés. Les étapes
illustrées dans ce chapitre sont inspirées de psocki groupeClextral Group. Les
principales étapes sont décrites ci-apres.

Le Mélange

Cette étape vise a agglomérer les semoules poemniokgs grains de couscous, assurer
une bonne hydratation des grains pour étre facikércieauffés a 100°C (atmosphere) et afin
d'obtenir ensuite une bonne gélatinisation. Le ny#ar est équipé de palettes. A cette étape,
I'a,, atteint le niveau suffisant pour la croissance lsheséries présentes. Des cette étape des
dépdts et des encrassements peuvent étre la sdaragveloppement de contaminants

microbiens pouvant aboutir a la formation de spanesobiennes.
Le Roulage et le tamisage

C’est I'étape clé du process. Elle consiste a fortee grains de couscous et les
sélectionner en fonction de la taille souhaitédteCétape peut également étre une source de
contamination par des dépots et des accumulatierisés sur les parois et dans les recoins

favorisant les développements microbiens et la &bion de spores bactériennes.

Le Recyclage en continu

Le produit recyclé de I'étape de roulage et tangsaffecte le process. Les particules
recyclées ont la composition de I'eau différentecdlbe de la matiére premiére. Il doit étre
réintroduit en proportion constante avec ajustemded parametres. Du point de vue
microbiologique une re-contamination de la matjgnemiére peut également étre envisagée a

cette étape.
La Cuisson a la vapeur et démottage

La cuisson conduit a la gélatinisation de I'amidim blé et aboutit & un produit
digestible avec une grande capacité de gonflerhentuisseur vise a mettre en contact direct
les graines hydratées et agglomérées avec la vapeau. L’'opération permet d’amener
permet d’amener les graines a une température @8ClGsupérieure a la température

minimale de la gélatinisation d’amidon.

La cuisson traditionnelle se fait a faible flux\cigpeur, en couche épaisse (20-30 cm),
sous couvercle, jusqu’a ce que la vapeur s’échapaealurée est de I'ordre de 20 a 30min

selon la qualité de vapeur utilisée est d’enviro@dde vapeur d'eau par kg de couscous sec.

Industriellement, la cuisson est continue et adléast dans un cuiseur a tapis, a contre-courant

grains/vapeur, avec une épaisseur de couche de &m et un fort flux de vapeur (500 a 800

23



Introduction bibliographique

g de vapeur par kg de couscous) permettent d’aliieei gélatinisation quasi compléte en 12-
18 min. Ces traitements thermiques (couples terepspdratures appliqués) ne peuvent

qu'avoir un effet limité sur 'inactivation therroigdes spores bactériennes présentes.
Le Séchage et le refroidissement

L'objectif de cette étape est de stabiliser la gtéa’eau a fin de garantir une longue
durée de conservation. Le séchage est réaliséicke lde sécheur rotatif en respectant le
bareme de séchage. Les grains de couscous aussustgont transportés a un refroidisseur

vibrant.
Le conditionnement et le stockage

En Algérie, la semoule de couscous industriel éstegalement emballée dans des
paquets en plastigue. Suite aux amplitudes themsiqdurant le stockage. Ce type
d’emballage présent l'inconvénient de concentrerqmdensation I'humidité sur les parois
des sachets en plastique. Ces points de forte ténmiduvent permettre une croissance des
micro-organismes présents comme dBacillus sporulés. Cependant, dans les pays
industrialisés comme la France, la semoule de omssest mise sur le marché dans des boites
en cartons facile a gerber, a nettoyer de la peresgvecteur des microorganismes) son
extérieur et maintenir son humidité. Il est recomdé&de stocker la semoule de couscous

dans des endroits sec a la température ambiante.
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Matériels et méthodes

[l. Matériels et méthodes

Le travail présenté a éteé réalisé au Laboratoineedsitaire de Biodiversité et
d’Ecologie Microbienne (LUBEM), site de Quimper, iMersité de la Bretagne
occidentale France. Les isolats ont été réalisédaharatoire de Microbiologie
Appliquée a I'Agroalimentaire, au Biomédical et’&nvironnement (LAMAABE),
Université de Tlemcen, Algérie et au laboratoirelggogique de Microbiologie du
département de Biologie, Université de Laghouattr@eail s’'inscrit dans le contexte
d’une collaboration entre le LUBEM, et le LAMAABE.

[l. 1. Prélevement des échantillons de la semoule @ouscous

Les semoules de couscous ayant servi a cette étamt conditionnées dans
leurs emballages en plastique. Elles proviennenmduché national algérien. Au
moment du prélévement, les sachets de la semout®wkeous étaient gerbés a la

température ambiante sur les étals des commerces.

Les échantillons ont été prélevés dans la villdaghouat, une ville située a
400 km au sud d’Alger. Trois (3) marques (EH, ABC&l) ont été retenues (cf figure

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

Au mois de mai 2010, 10 échantillons de la semaldecouscous ont été
prélevés puis transportés au laboratoire, consetaés les conditions de stockage
observées chez les détaillants.

Marque 2
CM

Marque 1
H

E
fauf sl
._.

Figure 8 : Marques des semoules de couscous utikséans cette étude et

commercialisées dans la région de Laghouat (Algéjie
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Il. 2. Dénombrement de la flore aérobie sporulée ns®phile dans les

échantillons de la semoule de couscous

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

suivantes :

Préparation des échantillons

La surface extérieure du sachet de la semoule ulscoas a été désinfectée a
I'alcool a froid puis le sachet a été ouvert eraespstérile (Bec Bunsen).

A l'aide d’'une pince stérile une quantité de seraald couscous (environ 10g)
était prélevée et mise dans 9 fois son poids (&gt en volume) d’eau tryptonée
salée (pour avoir la premiére dilution décimaleg. mélange était ensuite porté au
bain marie & 80°C pendant 10 min. Ce traitemenhped’éliminer la flore végétative
présente dans la semoule de couscous et de seétemtites cellules bactériennes

thermorésistantes ciblant les bactéries sporulées.

Des dilutions décimales successives étaient afalssées dans I'eau tryptonée

salée a partir des mélanges traités thermiquement.

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

de la gélose PCA puis incubée a 37°C pendant £2&a 7

La charge en microorganismes aérobies sporulés édbantillons était
déterminée suivant la formule de la norme AFNOR#9

>C
V (ns+0,1n) d

ou :

C est le nombre des colonies comptées sur une tedénue des dilutions effectuées ;
V est le volume de I'inoculum appliqué a chaquedy@n millilitres;

n; est le nombre des boites retenues a la premiéteodi

n, est le nombre des boites retenues a la secondeuljl

d est le taux de dilution correspondant a la presniéution retenue.
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[l. 3. Obtention des isolats

A partir des boites de Pétri ayant servi au dénembent, des colonies
représentatives et de différents aspects étaigmérées et récupérées avec un
maximum de 05 colonies par boite. Le ratio : nontiglat — nombre de colonies de

méme aspect a été respecté autant que possible.

Les colonies prélevées ont été repiquées dans wifidmonutritif et incubées
12h a 30°C. A partir de cette culture une Ose déittée par strie sur la gélose
nutritive suivant la technique des quadrants. lilettion des cultures a ensuite été
réalisée a 30°C pendant 24h. La sélection etdiseht des souches a été ainsi répétée
deux fois sur les colonies repérées bien isoléeampaculture en bouillon nutritif puis

en milieu nutritif gélosé.
ll. 4. Confirmation de la pureté des isolats

La confirmation de la pureté des souches isoléas lBasée sur I'observation
macroscopique de l'aspect des colonies puis paeredson microscopique des
cellules aprés coloration du Gram. Les endospasehennes ont été observées au

microscope apres coloration au vert de malachite.
lI. 5. Conservation de souches et des spores

Les souches purifiées ont été conservées en dsuble milieu nutritif gélosé

incliné pour I'utilisation en routine.

Pour la constitution du stock de spores, le prdeoctilisé a été inspiré de
celui utilisé par Gaillard el. (1998).

Un volume de 0,5 mL de la pré-culture était étalé la surface du milieu
nutritif gélosé en boites de Pétri de 90 cm et Bmppnté par 40mg/l de Mng@t
100mg/l de CaGl Puis, les boites ensemencées ont été incubé@¥ap@ndant un
temps nécessaire a la sporulation de la populéaotérienne. Le taux de sporulation
était estimé par observation au microscope de astetrde phase a I'état frais apres 5

jours d’incubation. Si ce taux dépasse 90%, laucailétait arrétée. Les spores de
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Bacillus sppont été alors récoltées a I'aide d’'une spatulglstén raclant la surface

de la gélose. Les spores récupérées ont été missgspension dans un volume de
20mL d’eau distillée stérile a I'aide d’'une pipetiasteur stérile. La suspension de
spores préparée était centrifugée a 10000 g ped&damin. Le culot était récupéré et

remis dans 20 mL d’eau distillée stérile. Cetterafp@n était renouvelée deux fois.

Le culot obtenu était repris par un mélange eaarneth(V/V). Le mélange
était placé a 4° C pendant 12h afin d’éliminer dste des formes végétatives. Le

mélange était centrifugé a 10000g pendant 15min.

Les culots traités subissaient une nouvelle fais ttycles de lavage toujours a
I'eau distillée dans les mémes conditions de ldrdagation. Tous les manipulations
d’agitation ont été effectuées manuellement avemuraement doux afin d’éviter la

formation des flocs.

Les culots récupérés précédemment ont été ensehiseispendus dans un
volume minimum d’eau distillée stérile de faconw@iaune forte concentration en
spores (environ Ispores/mL). La concentration en spores était estimpar
dénombrement en masse en milieu nutritif géloséstbek de spores dgacillus spp

obtenu était conservé a 4°C dans de I'eau stédlet détape de traitement thermique.
II. 6. Identification et affiliation moléculaire des isolats

L’identification des souches isolées était baséelesiséquencage partiel du
gene ribosomal 16S. L’ARN ribosomique 16S est lastituant ARN de la petite
sous-unité ribosomique de 30S des procaryotes.t Qs région conservée entre

toutes les espeéces.

Les souches identifiées comrmBacillus cereusont été ensuite soumises a un
séquencage de leur gepanC permettant de distinguer les souches en différent

groupes écologiques selon la classification de €aertiere eal. (2008).
II. 6. 1. Préparation de I'ADN génomique

L’extraction de I'ADN génomique des souches a étdisée sur des cellules

en état physiologique végétatif.
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Obtention des cellules bactériennes

Une 6se de cellules conservées était suspenduesdahsde Bouillon nutritif

et incubée a 37°C pendant une nuit.

Extraction d’ADN génomique

L’ADN génomique était isolé suivant la procédurerité par Sambrook etl.
(1989). Elle consiste a récolter les cellules vétpds apreés centrifugation (50009

pendant 5min).

Le culot cellulaire était ensuite suspendu compiet® dans 200ul de tampon
Tris-EDTA (50 mM Tris-HCI ; 2,5mM EDTA ; pH 8,03lilué au 1/16™ puis on lui
ajoutait 500l de la solution de lyse en mélanggantinversion. Le mélange était
porté ensuite au bain marie a 55°C pendant 30mmsuike, un volume de 700ul de
phénol-chloroforme-isoamylol était ajouté au lyshtjout de phénol permet de
déprotéiniser le lysat. Les traces de phénol reslans la phase aqueuse ont été
éliminées par le chloroforme et I'alcool iso-amykgfacilite la séparation des deux
phases phénolique et aqueuse. Le mélange éta& pgiu'a I'obtention d’une

suspension laiteuse stable puis soumis a une fegyattion a 10000g pendant 15min.

La phase aqueuse -estimée a 600ul- était alorsférée a nouveau dans des
tubes Eppendorf stériles a laquelle on ajoutaity2@Dacétate de sodium et 400ul
d’alcool isopropylique. Le mélange était mis a QQfendant 30min puis centrifugé a
10000g pendant 10min pour obtenir le culot d’ADMa@eique. Celui-ci était lave 2
fois a I'éthanol & 70% afin d’éliminer les contamnits minéraux. Le lavage était
effectué en centrifugeant le mélange a 100009 peridanin.

Enfin, le culot de TADN génomique était séché sweite puis suspendu dans
de 'eau distillée stérile avant d’étre conserv@°C. Ensuite, la pureté et la qualité

de ’ADN géenomique ont été déterminées en basarg@suspectre d’absorbance.

Quantification et vérification de la pureté de I'AD

L’ADN génomique obtenu précédemment était diluasdde I'eau permutée
puis dosé grace a un spectrophotometre d’absorptioigculaire lié a I'ordinateur

(Visionlite™ Application software). L'absorbance de I'ADN génigoe était
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mesurée dans le spectre de la lumiére Ultravio{ett de 220 a 300 nm. Un volume
de 2ml d’'une dilution au 1/50°de I'échantillon de I'ADN dans I'eau permutée &tai
déposé dans une cuve en Quartz. Apres avoir calbrépectrophotometre,

I'absorbance des échantillons a été mesurée.

La courbe de balayage d’absorbance permet deigaesesur la pureté et la
guantité de ’ADN génomique a la fois. Le chevaunkat du pic maximal de 260 nm
reflete une contamination chimique. Par ailleus, détermination des rapports
A260,/A280,, et A26Q,/A230,n permet de vérifier la nature du contaminant

chimique.

La valeur de rapport A26/A280,, doit étre comprise entre 1,8 et 2 en

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

En outre, la valeur du rapport 260A230,»est déduite a titre secondaire pour
renseigner sur une éventuelle contamination pdnydsates de carbone, les peptides,
les phénols ou les composés aromatiques ou toduiprqui absorbe a 230nm. Ce

rapport doit étre proche de 2,2.
II. 6. 2. Amplification d’ADNr 16S

Le géne 16S est une région conservee chez tostespeces. L'amplification
partielle du géne 16S permet d’étudier la phylogédes souches isolées apres

séquencage et comparaison de leurs séquences.

Amorces utilisées

L’amplification partielle de la séquence de geneNk[16S a été effectué par
I'utilisation des amorces standard 27f (5-GAGTTTEGMMTGGCTCAG-3') et 192r
(5'-GNTACCTTGTTACGACTT-3") (Weisburg «tl., 1991).

Parametres de réaction de polymérisation en chéfeR)

Le mélange d’ADN-PCR (master mix) a été mis dans ahcrotubes. La
concentration d’ADN utilisé a été de 100ng par tdaes un volume final de 25ul. La
composition et les volumes de PCR Master mix antréjportés dans le tableau 6 :
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Tableau 6 : Composition et concentration des soluins de PCR.

Solution Volume Concf;itre]r;tlratlon Composition
50U/ml : ADN 400uM each
. polymérase taq [(dans dATP, dGTP,
PCR master mix, 2X 12.5ul X un tampon optimal (pH dCTP, dTTP
8.5)1] 3mM MgCl,
Amorce en amont, 10uN  2.5pl 0.1-1.0pM
Amorce en aval, 10uM 2.5l 0.1-1.0uM
Echantillon d’ADN 5pul <250ng
Diluant 25ul N.A

bY

L’amplification était réalisée dans un thermocycléliechne) réglé a une
température de dénaturation de 95°C pour 5 minuiées 30 cycles d’amplification
(chaque palier est contrdlé a 1min a 94°C, 1mih&5t 1 min a 7°C). En fin, la

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

Révélation de produits de PCR sur gel d’agarose

Le produit de PCR amplifié était révélé sur 1% @¢ djagarose (w/v). La
migration était réalisée dans le tampon TAE 1M gFEtétate-EDTA 1M) avec un
courant électrique de 5V/cm en présence de marglestaille (Lamda DNA/EcoR1 +
Hind 111). Ce marqueur présent 13 bandes de tadimprise entre 125 a 21226 paires
de bases (Promega). Il est issu de la digestidlPA@N du phage Lamda par deux

enzymes de restrictions EcoR1 et Hind IlI.

Lorsque la ligne jaune de tampon de charge arraaitront de migration, le
courant électrique qui alimente le dispositif dddttrophorése était arrété. Ensuite, le
gel était récupéré de support puis trempé dans ain #e bromure d'éthidium
(0.5ug/ml) pendant 30 minutes. Enfin, la révélatdes bandes était effectuée par

observation du gel sous la lampe UV.

Séquencage et contrble de qualité de séquenceasipait géne 16S

Un volume de 50ul des fragments amplifiés ont étéogés a la compagnie
AGCT Biotech a Heidelberg, Allemagne. Les séquenegges ont été ensuite traitées
pour déterminer les souches étudiées. L'évaluad®ria qualité de séquencage est
basée sur I'analyse de l'intensité du chromatogrardmséquencage. Si I'analyse du
chromatogramme, montre des pics chevauchés celseigme sur un mauvais

séquencage.
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Identification des souches

Les séquences en format FASTA ont été récupérésscppiées en fichier
(rtf). Ce fichier présente deux séquences, uneeisi l'amorce 27f et l'autre de
'amorce 192r. Le deuxiéme brin de 192r était iseenent transcrit puis combiné
avec le brin de 27 a partir des régions communesuike, les séquence plus ou moins
longues de 1200pb ont été blastées avec la basedod@ées du NCBI
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)/ (Altschul etal., 1990). La compilation des

séquences au blast permet de déterminer la sidelitie ces souches avec les espéces

déja présentes, présentent dans la base de donnée.

Etablissement de I'arbre phylogénétique

La construction d’'un arbre phylogénétique a pouedif de représenter a
travers un graphique la plus ou moins grande pribgirentre les séquences d’un
alignement. Il consiste a confirmer les résultatsBlast. Les séquences 16S des
souches étudiées et celles des bases de donnéxé atiinées.

Apres avoir aligné les séquences, les arbres pégkdgiue ont été construits a

I'aide du programme Méga version 3.1 (Kumaalet2004).
Il. 6. 3. Séquencage du gerganC.

Le séquencage de gepanC permet de regrouper les souchesBaeillus
cereussensolato en sous groupes selon leurs propriétés écologidess mémes
étapes d’obtention des cellules et d’extractionNAgénomiques ont été suivies. Par
ailleurs, le méme principe de PCR était exploitécachangement des réactifs et
paramétres de PCR.

Réaction en chaine par polymérisation de géne panC

Le mélange de PCR final (90 ul) était constitueé3@é ng d’ADN génomique
pur, de 0,2 mM de mélange dNTP (Eurogentec, Ser&alpgium), 2,5 mM MgGl,
0,25 uM de chaque amorce, 0,75 U de polymérase iAatpl (Perkin-Elmer,
Courtaboeuf, France) et 9 pL de tampon AmpliTaq $8Xs MgCl (Eurogentec).
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Amorces

Pour amplifier le génpanC,les séquences des amorces utilisées ont été : (5
GAGGCGAGAGAATACGGAATACG 3) et ]
GCCCATTTGACTCGGATCCACT 3 (Candeloret al,, 2004).

Parametres de réaction de polymérisation (PCR)

L’amplification de génegpanC a été réalisée dans le thermocycleur avec les
parametres suivants : la température du premide 84 C pendant 5 min, suivi par
30 cycles de 15 secondes a 94°C, 30 secondes a&53CQ secondes a 72°C pour les
trois paliers de chaque cycle. En fin, une duréxtdhsion de 7 minutes a 72°C
(Candeloret al, 2004). Ensuite les bandes ont été analyséagesdiAgarose.

Séquencage de gene panC

La forme FASTA des séquences de gpaaC amplifiées était blasté avec la

base de donnée de Sym’Previus (https://www.toatgsgvius.org/Bcereus/ Les

résultats aboutissaient a [I'affiliation des souchds Bacillus cereus selon
Guinebertiere edl. (2008).

Il. 7. Etude de la thermorésistance

Plusieurs méthodes ont été décrites pour I'étudéadbermorésistance des
bactéries parmi lesquelles l'utilisation du thergsistomeétre et la technique des
capillaires. Cette derniere méthode est apprécir@éeegau temps négligeable de
transfert de chaleur au cceur de la suspensiolitér e sa facilité de mise en place et

d'utilisation.

Préparation des pré-cultures

D’abord, des pre-cultures dgacillus sppont été préparées dans le bouillon

coeur-cervelle et incubées a 30°C pendant 24h.

Traitement thermique

Le traitement thermique des sporesBhillus ssp était effectué suivant la

technique décrite par Gaillard at. (1998). Il consiste a traiter un inoculum d’au
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moins 16 spores par mL dans un tube capillaire. A cette dirpartir du stock de
spores deBacillus sspconservé a 4°C, un volume de 30 pL était diluésdamL de
BHI. 100ul de la suspension de spores/ml étarbdhtit dans des tubes capillaires
(ringcaps®) Le nombre des spores dans la suspeétdren parallele déterminé (en

général environ Mspores/mL).

Les deux extrémités des tubes capillaires ont étélées a la flamme puis
portées au bain eau glycérol thermostaté. Les tcdygiflaires ont été retirés a chaque
intervalle de temps décidé précédemment. Ensuite tldbes ont été plongés

rapidement dans un bain glacé pendant 30 secondes.

Le contenu des tubes capillaires était chassé amvamlume de 900uL d’'eau
distillée (Gaillard etal., 1998). Ensuite, des dilutions décimales suceessilans les

mémes conditions ont été réalisées.
Récupération des spores survivantes

Un volume de 0,5 mL était ensemencé en profondans des boites de Pétri
de 90mm contenant le milieu nutritif gélosé. Unendeme couche était ajoutée afin
de stabiliser les colonies obtenues. Ensuite,dédsdont été incubées a 30°C pendant
48h.

ll. 8. Validation de la thermorésistance des sporedans la semoule de

Couscous

Cette validation a été réalisée pour une soucheBagllus cereusa la
température de process. La semoule de couscoug aatulée par les spores
bactériennes & la raison de® Mpores/g. Le mélange était homogénéisé a l'aide de
stomachdr! puis on répartit ce mélange dans des ampoulesrde (Weatoril) a
raison de 1g de mélange/ampoule. Les ampoulestéracéllées a la flamme puis
portées au bain de glycérol thermostaté a 90°@(gérature de process de cuisson
du couscous). Les ampoules ont été retirées duddaile a des intervalles de temps
réguliers décidés auparavant. Le contenu de chawppeule était dilué dans 9mL de
tampon TS contenu dans un sac stérile a filtre puamogénéisé a l'aide de
Stomachdr. Pour chaque temps de traitement une série deodidudécimales était

réalisée dans le méme tampon TS pour dénombrepteses survivantes.
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Enumération des spores survivantes

Le dénombrement de spores survivantes était effiquan inclusion en double
couche en milieu nutritif gélosé. Un volume de QO,5oke chaque dilution était

ensemenceé en masse afin d’assurer une bonne ulistnles spores puis recouverte

d’'une deuxieme couche de la gélose. Les boitesr@mrsmtes ont été incubées a 30°C
pendant 48h.

78"

«1l»

30uL de stock de spores {4€pores/mL) dans 3mL
de BHI
-

«2»
a) Remplissage des capillaires (100uL de la Inoculation de la semoule couscous (d& 10
suspension) spores/q)

b) Soudure des extrémités de tubes capillaire Remplissage des ampoules de 1mL
Soudure de I'ouverture de I'ampoule

o

-~
i

* * - i

«4»
Traitement thermique dans le bain de glycérolrttuestaté avec agitation

Température Tembérature
P=

0

«5»
Préparation des dilutions décimales dans le TS
Ensemencement de 0.5mL en masse et double couch®ligu nutritif gélosé puis incubation a 30°C/24

Figure 9 : Schéma récapitulatif du plan d’expériene de traitement thermique
des spores bactériennes.
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2. 9. Détermination des parametres de la thermoréstance

Dans cette étude, le modéle de Weibull non linéadtapté par Mafart el.
(2002) a été utilisé. Les parametres estimés deotiele (équation 1) ont été utilisées

pour quantifier la thermorésistance des souches :

t p
logN =logN, - 5—) ............................................................ Eq 1

No représente le nombre initial de cellules, N le hmende cellules au tempsét,le
paramétre d'échelle représente le premier tempesséice a détruire 90 % de la
population initiale, p parametre de forme renseigunela courbure de la cinétique. Si
p>1: la courbe est concave, si p<l: la courbecestvexe et si p=1 la courbe est
linéaire.

Cette équation a été approuvée par I'Instituteanfd Technology » (IFT) au
deuxiéme sommet sur la recherche en Janvier 208i8iftdn et Newsome, 2003).

Par ailleurs, l'influence de la température surrdaistance a la chaleur
bactérienne a été quantifiee par le parametre mElBEé classique zT montré dans

I'équation 2 (Bigelow, 1921) :

|og§:|og§*— i ...................................................... Eq 2
Z;

zr correspond a I'élévation de la température quingérde diviser la valeur dé par
10
T : Température étudiée ;
T* : Température de référence notée 121.1°C ;
o0* : la durée de traitement thermique a la tempéeatie référence 121.1°C
permettant une réduction décimale de la populatimmobienne

Les valeurs des parametres et leurs intervallesodéance associés ont été
estimés a l'aide d'un module non linéaire ("NLINFBt "NLPARCI" Matlab 6.1,
Optimization Toolbox, MathWorks). La fonction "NLRRECI" utilisé pour évaluer les
intervalles de confiance a 95% est basé sur lallifbn normale asymptotique des

estimations des paramétres (Bates et Watts, 1988).
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II. 10. Etude de la croissance dB. cereus dans le couscous

L’étude de I'évolution dans le couscousRlecereusnoculé a pour objectif de
montrer le risque de développement de ce micro@sgan dans le couscous au
moment de la consommation. D’'un autre c6té, ellesnpermet d’évaluer la date

limite de la consommation du produit.

Préparation et inoculation du couscous par B. cereu

Cette étude est basée sur le principe du challersgell consiste a ensemencer

la semoule de couscous par une soucHgagédluscereusde notre collection.

C’est la souchd®. cereud_MBc11 qui a été utilisée pour inoculer la semoule
de couscous. Pour cela 50 mL d'eau & 80 °C in@maé 16 spores/mL a été ajouté a
120g de semoule et mélangé pendant 5 min. Endigse 120 g de semoule ont été
distribuées dans des sachets stériles de Stomacha&®filtre a raison de 10g par
sachet. Les sachets ont alors été incubés a 30A@apek difféerents temps. A des
intervalles de temps réguliers (chaque heure) ahedatait retiré de I'incubateur. Le
contenu du sachet est dilué dans 90 mL de trypsetreau. Apres 'homogénéisation
du mélange, une série de dilutions décimales alété préparée avec le TS. Chaque
dilution est ensemenceée grace a un ensemenceat. ¢pgnsemencement consiste a
étaler 50uL de dilution sur une boite de Pétri Gmf contenant le milieu de Mossel
dont la composition : (Tryptone (10.0 g) ; Extrdét viande (1.0 g) ; D-mannitol (10.0
g) ; Chlorure de sodium (10.0 g); Rouge de phégablQ mg); Emulsion de jaune
d’ceuf (100.0 ml); Agar bactériologique (13.5 g); pi2 = 0.2).

Le dénombrement des colonies était réalisé paothepteur automatique des
colonies (Scan®1200).

Détermination de la cinétigue de croissance dedBeus

Le modéle primaire de Rosso (1995) est utilisé paorire la cinétique de
croissance de la souche étudiée. Par conséquentatametres de croissanceRle
cereusont été déterminés aprés avoir tracé la courb&L@f-C/mL) en fonction de

temps d’incubation en (heures).
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Apres l'ajustement de modéle de croissance de Ra88%) (équation 3), les
paramétres de la cinétique telle que le tempstdada (lag), le taux de croissance

(umax €t la population maximale (%, ont été estimés.

Eq 3

In X, ,t<lag

f(t,0,)= InXmax_m(l{%—l}@xp(—ymmt—Iag))J ,t>lag
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Résultats

lll. 1. Dénombrement de la flore aérobie sporulée wsophile dans les

échantillons de la semoule du couscous

La charge moyenne en bactéries aérobies sporuksed @ échantillons de

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

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

7.

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

Marque ,Nombfe Dénombrement Codification des
d’échantillon (UFClg) isolats
LMBc 1
Minimum 15 LMBc4
EH 5 Moyenne 20 LMBc2
Maximum 27 LMBc3
LMBc12
Minimum 12 e
LMBc7
AB 4 Moyenne 21
Maximum 30 e
LMBc9
CM 1 18 LMBcl1
Total 10 10

Des colonies représentatives ont été isolées dar pdgs boite de Pétri

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

caracteres. A titre d’exemple la figure 10 montaspect des colonies d’'une souche

identifiée commd3. cereus

Certaines colonies étaient grandes, blanches aendarelée. D’autres étaient

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

[1l. 2. Obtention des isolats de la semoule du coosus

10 colonies ont été sélectionnées et codées LMBdBc2, LMBc3. LMBc4,
LMBc5, LMBc6, LMBc7, LMBc8, LMBc9, LMBcl11, LMBc12

Les colonies isolées réagissent positivement aaamloration du Gram (cf
Figure 11) et sont génératrices deOpl Les cellules deBacillus présentent des
endospores réfringentes non colorées par les cworde Gram. Les souches de
Bacillus cereus et Bacillus subtilis présentent une endospore subterminale
contrairement aux souchd3acillus licheniformis qui présentent une endospore

centrale.
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Figure 11 : Observation microscopique. a : cellulede Bacilluscereuset b :

cellules deBacillus subtilis, aprés coloration de Gram (10x100) et c : spores

bactériennes de la souchBacillus cereus par microscope du contraste des
phases.

La fleche indique la position d’endospore.

[1l. 3. Identification et affiliation moléculaire des soucles deBacillus

. 3. 1. Qualité de 'ADN

Les 10 souches dgacillus ont été identifiées en se basant sur le séquencage
du geéne ribosomal 16S. Ce géne est une région cisamique conservée chez toutes
les espéces bactériennes et permet d'identifier $emches bactériennes.
L’amplification de ce gene a été réalisée sur 'AD&homique purifié. La quantité de
I'ADN des échantillons a été d’abord estimée pasade spectrophotométrique. La
figure 12 illustre un exemple de spectre d’absorpt’ ADN génomique d’'une souche

de Bacillus cereus Il montre une absorbance maximale a la longuéoindeg de
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260nm qui correspond a la longueur d’onde d’absmmphaximale de 'ADN. Aucun

pic parasite n'a été observé pour cette souche erpaur les autres spectres
d’absorption d’ADN génomique des autres souchediéts. Les valeurs des rapports
AzsonndA2sonm €t AozonnfAzeonm renseignent sur la pureté de 'ADN avec des écarts
seuils de 0,1 et 0,15 respectivement. Une fortdamoimation chimique de 'ADN
génomique a des répercussions sur la réaction lyen@osation en chaine (PCR)

particulierement par I'inhibition de 'enzyme Taglpmérase.

0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -

3,5 -

Absorbance A

0,2 A

0,1 A

O T T T T T T 1
200 220 240 260 280 300 320 340

Longueur d'onde (nm)

Figure 12 : Exemple du spectre d'Absorbance de I'AN génomique de
Bacillus cereus LMBc2.

[ll. 3. 2. Amplification et séquencage de I'ADN 16S

Le produit de la PCR (amplicon) a été analysé sugel d’Agarose a 1%.
Comme le montre la figure 13, 'amplification estsgiive et une seule bande d’ADN
amplifiée a été obtenue par isolat. Les bandesaaiifférents niveaux de migration.
Dans ces conditions d’électrophorese, les fragmemwplifies ont des tailles
comprises entre 1375 et 1904 pb. Ceci est di didatton de SYBRGreen (pour
visualiser les bandes d’ADN) car il était déposasdies puits avec les échantillons.
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La révélation des bandes dans le gel d'agarosel@Bromure d’éthidium (50ug/ml)

pendant 30min, aurait donné des fragments sur heeniéont.

Figure 13 : Profil

21226pb —P
électrophorétique de fragments -
amplifiés de gene ribosomal 16S e
sur gel d’Agarose a 1%. L . . LI o " .
Marqueur de taille: e | -

GeneRuler™ 1kb DNA ladder
(de 125 a 21226pb), Les

numeros correspond au code
des souches LMBc1,2:3:4: |

5:8:7:9:11:12.
125pb —T

oatpb ) -

831pb ——Pt -

Les fragments révélés par électrophorese ont @@enéés. L'analyse des
chromatogrammes bruts a été réalisée sur fichdar¢e .ab) contenant les données de
fluorescence brute. Chaque pic de chromatogramnreespomnd a une base
fluorochrome (base nucléique). Un bon chromatogranest caractérisé par le non
chevauchement des pics. La qualité de la lectuneindie avec la longueur du

fragment.
Le Blast nécessite des séquences supérieures k200

Les séquences obtenues du gene 16S (dont la langstesupérieure a 1200pb)
ont été alignées puis analysées par comparaisan laseséquences de la base des
données du NCBI
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAMabin&PAGE_TYPE=BlastSear
ch&LINK_LOC=blasthome). Les résultats sont illustré&sur le tableau 8. La
comparaison de l'alignement des séquences d’ADNF dés souches étudiées avec
les séquences de la base de données montre urd'idenrtité variant entre 99 et
100%.
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Tableau 8: Identification des souches dBacillusisolées a partir de la
semoule du couscous Algérienne aprés séquencageyéue 16S et

panC.

code des code des Identification des Taux de

échantillons souches souches I'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 LMBcl1 Bacillus cereus 100
EH LMBc12 Bacillus subtilis 99

l1l. 3. 3. Identification des isolats

Les résultats du Blast nous permettent de conclgue les isolats
appartiennent a trois especeBacillus cereus Bacillus licheniformis et Bacillus

subtilis

Comme montre le tableau 8, Les souches LMBc1, LMB&8Bc4, LMBc8 et
LMBc9 ont été identifiées commBacillus licheniformis et la souche LMBc12
comme Bacillus subtilis Ces souches sont appartiennent au groupéatalus
subtilisreprésenté par I'espece tyPacillussubtilis Par ailleurs, les souches LMBc2,

5, 7 et 11 sont associées au groBpeilluscereus sensu lato

[ll. 3. 4. Construction de I'arbre phylogénétique

A l'aide de logiciel MEGA 5: Molecular EvolutiomarGenetics Analysis
(Kumar etal., 2004), les relations phylogénétiques des soudathadifiees et des
especes de la base de données du NCBI, ont pegtabld un arbre phylogénétique
(cf figure 14). Toutes les souches Blacillus licheniformisont été rassemblées dans
le cluster deBacillus licheniformis de la base de données. Entre outre, la souche
LMBc8 semble étre apparentée aBaxilluslicheniformiset BacillussonorensisLes

trois autres souches dBacillus licheniformis (LMBc3, 4 et 9) semblent étre
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apparentées aBacillus herbersteinensisCes souches sont proches entre elles car
issues de la méme branche de I'arbre phylogénétauent des caractéristiques
phénotypiques similaires a celles Bacillus licheniformis Les souches de LMBc7,
LMBc2 et LMBcl1l1l sont apparentées aux especeBalllus cereussensu lato
L’affiliation des ces souches a été vérifié paséguencage de genganC. L’autre

souche de LMBc5 a été classée dans le groupe Baeillus subtilis

Bacillgacilius licheniformis LMBc1
Bacillus licheniformis LMBc3
_Bacillus heBacillus licheniformis LMBc9

: - Bacillus licheniformis Bacillus licheniformis LMBc4
Bacillus subtilis LMBc12  Bacillus sonorensis

Bacillus cereus LMBc5
Bacillus racemilacticus
Bacillus hwaiji i
ACS M ORSS Sabitis , -
BacilBgFilyg@auimaris

Bacillus beveridgei Bacillus marisflavi

Bacillus neizhouensis Beilhikus edfophiesis HQ844438

. Bacillus halodurans
Bacillus pseudalcaliphilus
Bacillus safensis

Bacillus pseudofirmus Bacillus axarquiensis

Bacillus hemicellulosilyticus . .
Bacillus nematotocita

Bacillus rigui Bacillus vallismortis
Bacillus polygoni Bacillus methylotrophicus

Bacillus oshimensis Bacillus polyfermenticus

Bacillus murimartini Bacillus psychrotolerans

Bacillus gibsonii Bacillus psychrodurans
Bacillus aurantiacus . I
Bacillus massiliensis
Bacillus cellulosilyticus . .
Vi Bacillus odysseyi
Bacillus nitritophilus .
Bacillus halmapalus
Bacillus horti
Bacillus horikoshii

Bacillus cereus LMBc2 Bacillus idriensis

Bacillus cereus LMBc11 ) .
Bacillus alveayuensis

Bacillus cytotoxicus Bacillus salarius

Bacillus mycoides . . .
Bacillus niabensis

Bacillus cereus LMBc7 Bacillus muralis
Bacillus anthracis Bacillus pocheonensis

Bacillus gereys Bacillus bataviensis

Bacillus weihenstenhanensis Bagilia niediSmegater mﬁﬁﬂ%msawharolyﬁcu
eﬁéoﬂ?us%unnglensis Bacillus ginsengi HQ424468
Bacillus sporgthermodurans Bacillus fordii
Bacillus oferopius | . ! ,Eac\llus methanolicus
Bacil uBs % gihumi B _IBaC| us lon |cg1ae5|tum
aCiiz s @5 - E . %I ué@gsmseng Soli

Figure 14 : Arbre phylogénétique montrant la positon des isolats obtenus a partir de la
semoule de couscous algérienne établi sur la baseld comparaison des séquences de
genes d’ARN 16S de la base de données du NCBI.
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1. 3. 5. Détermination de I'affiliation des souches d@&acillus cereus

Les especes dBacillus cereusidentifiées aprés séquencage du gene 16S
appartiennent au groupRacillus cereussensulato. Au sein de ce groupe 7 sous
groupes ont été définis. La classification de Goémgere etl. (2008) a permis de les
associer a différents groupes écologiques. Au nivealéculaire, cette classification
est basée par l'alignement de séquence du genaanC
(https://www.tools.symprevius.org/Bcereus/). Daredtec étude, la compilation des
séquences a aboutit a la classification des souchMBc2, LMBc5, LMBc7 et
LMBc11 dans le groupe phylogénétique Bigcillus cereusgroupe IV avec un taux
d’identité de 100%.

[1l. 4. Thermorésistance des souches

De la fabrication a la consommation du couscoudelapérature est le
principal facteur physique influant I'évolution tke population bactérienne. Cet effet
se manifeste soit par une décroissance (destruptiortraitement thermique) et/ou
une croissance de la population lors des attentast ssa consommation. Dans ce
travail cet effet a été étudié dans deux voletiedihts, le premier concerne I'étude de
leur thermorésistance. Et le deuxiéeme a la crossae ces bactéries sera consacré

dans le chapitre suivant.

[ll. 4. 1. Etude de la thermorésistance des spordmctériennes

//////

La thermorésistance des souches testées a étééettui différentes
températures de 90°C a 105°C. Pour les souch&ad#us étudiées, les cinétiques
de destruction thermique ont montré une hétérogeé forme (Figures 15, 16, 17,
18 et 19). Les cinétiques de survie ont montréfdemes non log linaires pour les
souches (LMBc2, 5, 11 et 12) et linaires pour lacke deBacillus cereusLMBCc?7.
Ces cinétiques ont été décrites par le modele dbuwWdéMafart etal., 2002). La
courbure des cinétiques concave ou convexe esttifi@@rpar le parametre de la

forme « p ».

46



Résultats
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Figure 15 : Evolution de log N (UFC.mL") en fonction du temps de
traitement thermique pour Bacillus subtilisLMBc12. Température de
traitement: A 90°C, A 95°C,[198°C, ll 100°C.

logN (UFC/mL)

0 5 10 15 20 25 30
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Figure 16 : Evolution de log N (UFC.mL") en fonction du temps de
traitement thermique pour Bacillus cereus LMBc5. Température de
traitement : A 90°C,[J98°C,<>102°C, 4 105°C.
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Figure 17 : Evolution de log N (UFC.mL") en fonction du temps de
traitement thermique pour Bacillus subtilis LMBc7. Température de
traitement : A 95°C,[198°C, ll 100°C,<{102°C.
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Figure 18 : Evolution de log N (UFC.mL") en fonction du temps de
traitement thermique pour Bacillus cereus LMBc11. Température de
traitement : A 95°C,[198°C, ll 100°C,<102°C, 4 105°C.
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Figure 19 : Evolution de log N (UFC.mL?") en fonction du temps de
traitement thermique pour Bacillus cereus LMBc2. Température de
traitement : A 90°C,[198°C, ll 100°C,<>102°C, 4 105°C.

La souche ddéBacillus cereusLMBc7 a une cinétiqgue de destruction linaire
dont le parametre p=1. Cependant les cinétiqueslinéaire ont un parametre p
différent de 1. Pour le parametre p supérieursla dourbe prend une forme concave
comme celles des soucHgscilluscereusLMBCc5 et 11. Cependant pour le parametre
p inferieure a 1, la courbe est de forme convexerse celle obtenue pour la souche
Bacillus cereusLMBc2 et Bacillus subtilis LMBc12. Les résultats montrent que la
forme de la cinétique ne dépend pas de I'espécs phatiét de la souche traitée. Les
valeurs du parametre p sont résumees sur le taBldaiparameétre de perigtemps
de premiére réduction décimale) quantifie la theésistance des spores bactériennes

aux différentes températures.

Dans cette étude, une valeur uniqgue du parameaeéfe déterminée pour
toutes les cinétiques d’'une souche (Couveal.eR005). Comme le montre le tableau
9, les valeurs de delta () sont inversement proportionnelles a la tempéeatiu
traitement. Plus la température de traitementgéélia la population augmente plus le
premier temps de réduction décimale dimindje (
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Tableau 9 : Valeurs ded (min), paramétre p, z (°C) et t4Dyooc (h) estimées pour
les souches dB. cereus et B. subtilis; les températures s’étalent de 90 a 105°C.

Bacillus Bacillus Bacillus Bacillus Bacillus

cereus cereus cereus cereus subtilis

LMBc2 LMBc5 LMBc7 LMBc11 LMBc12
p 0,37 0,087 1.52+0,24 1.00+0,18 1,57+0,32 0,620,
dao°c 9,90 +9,74 ND ND ND 0,35+1,74
dgsec 0,68 £+0,72 18,33+3,11  8,14+2,72 17,51+3,89 1,3630,
dogec ND 8,09+1,50 6,91+2,36 6,83+1,58 0,62+0,32
d100°C 0,14 0,15 7,90+1,30 1,57+0,55 5,81+1,39 0,38+0,19
d102°C 0,18 +0,18 2,85+0,56 0,71+0,26  3,22+0,80 ND
d105°C 0,10 £0,11 2,01+0,38 0,58+0,21 1,23+0,33 ND
Z1°C 7,71 +481 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
EDRSNE g oq 2,33 2,98 2,52 0,58
(heure)

ND: non determine

Les valeurs dé a 100 ° C de toutes les souche®Bdeereusvariaient de 0,14
a 7,90 minutes (cf tableau 9). Ces valeurs montreetla résistance est variable et est
dépendante de la souche. En outre, les valeudsdépendent également de la forme
des cinétigues. De ce fait, le temps nécessaire giteindre 4 réductions décimales
(t4D : eq. 2 cf chapitre matériels et méthodes)adeopulation des spores est apparu
plus pertinent pour comparer les thermorésistanass valeurs des t4D ont été
déterminés a 90 °C (cf tableau 8). cereusLMBc2 est apparu comme la souche la
plus résistante tandis q@ subtilisLMBc12 était la souche la plus thermosensible.
La thermorésistance des spores bactériennes estiffigapar la valeur du parametre
0 qui dépend de la température de traitement. Get eft décrit par le modéle de
Bigelow (1921), et la thermosensibilité est quaddifpar le parametrer.zLa valeur
du parametrezla plus élevée (10,38 ° C) a été observée &hesubtilis LMBc12
alors que la valeur la plus faible (7,52 ° C) adtéenue pouB. cereusLMBc7. Le
tableau 9 fait apparaitre une variabilité de larttwsensibilité pour les différentes
souches d8acillus cereugtudiées. La figure 20 montre la sensibilité dagches au

traitement thermique.
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Figure 20 : Sensibilité au traitement thermique.ALMBc 5 ; © LMBc 11 ;
LMBc 7 ; ALMBc 12 et ¢ LMBc2.

La méme figure 20 montre, que les droites de tectetame sont pas tous
paralléles (dépend de)zqui renseignent sur la dépendance de la thermsitskte a
I'allure de cinétique de destruction c’est-a-diee ghramétre p. Elle montre, que les
droites de tendances ne sont pas tous paralletss.dtoites de tendance ont été
disposé selon leur valeur du paramétre p. Lesadrale thermosensibilité issues de
cinétiques convexe sont en dessous des droitedafoninétiques sont concaves. Par
ailleurs, elles sont intercalées par la droiteasda la cinétique linéaire. En outre, la
droite affectée au traitement thermosensible esdlemsous de plus thermorésistant.
Par ailleurs, la combinaison de ces courbes pedmeatéduire la thermo-sensibilité
graphiquement.

lll. 4. 2. Validation de la thermorésistance des sgres dans la semoule de
couscous

Bacillus cereusLMBc5 montre la méme forme de la cinétique de isu(eaf

figure 21) dans la semoule de couscous comme dangiéu de traitement. La méme
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valeur de p a été estimée avec une valeur de dlgltanferieure a celle du milieu de
traitement §95=7,48+1,35 minutes) vs 18,33+£3,11min dans le BHI

logN (UFC/mL)

0,0 T T T 2% 1
0 5 10 15 20

Temps de traitement en minutes

Figure 21 : Cinétique de destruction deacillus cereus LMBc5 a
90°C dans la semoule de couscous.

[1l. 5. Parametres de croissance d8. cereus LMBc11

Lors de la conservation de la semoule de couscprés gréparation et ré-
humidification, les spores dgacillus cereugpeuvent germer et se développer. Afin

d’évaluer les capacités de croissance des soutbes,avons réalisé un challenge test.

La semoule de couscous a été réhydratée puisemsténencée par des spores
bactériennes de la soucBacilluscereusLMBc11. Les croissances ont été réalisées a
30°C, la semoule de couscous ayant un pH de 6,7figlae 22 montre le
dénombrement dBacillus cereusLMBc11 sur milieu Mossel aprés ensemencement

par I'ensemenceur en spiral.
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Figure 22 : Colonies deBacillus cereus LMBc11 obtenu sur
milieu Mossel suite & 'ensemencement par ensemence
spiral.

La cinétique de croissance de la souche test&adius cereusLMBc11 est

présentée sur la figure 23.
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Figure 23 : Cinétique de croissance d8acillus cereus LMBc11 dans la

semoule du couscous a 30°C et a pH 6,7.
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Les parametres de croissance (temps de latence, daucroissance et
population maximale atteinte) ont été détermindsnske modele primaire de Rosso
(eq. 3 cf chapitre matériels et méthodes). La mnétest sigmoide et se caractérise
par une phase de latence de 8 heures a partiinbenlum de 1O UFC/g, une phase
exponentielle caractérisée par un taux de croissamaximal de 0.328h[0.283 -
0.373K'] et une phase stationnaire commence lorsque lailgiign atteint une
concentration maximale de ABactérie par g (cf figure 23). Ces valeurs du tdex
croissance maximal associées aux valeurs cardimgesroissance disponibles en
bibliographie (Carlin etal., 2013). Elle permettent de simuler les croissardes

Bacillus cereuen fonction du temps et des températures.

54



V. DISCUSSION



Discussion

Cette étude s'est proposée de déterminer la noceofporulée dominante de la
semoule de couscous ainsi que leur comportemeri-vis du changement des conditions

susceptibles de prévaloir durant la préparationaliscous et de sa conservation.

Le couscous est un aliment traditionnel chez lesiMdricains comme le riz chez les
asiatiques. C'est une des principales sources rafiines amylacées consommées dans les
pays du Maghreb. Cependant d'un point de vu degsigss sanitaires et des toxi-infections
alimentaires collectives, le couscous peut présdatenéme danger et/ou risque que le riz.
Plusieurs travaux ont montré la prévalence de hast8porulées avec une forte présence de
Bacilluscereusdans le riz (Gilbert etl., 1974 ; Grande ell., 2006 ; Ankolekar edl., 2009 ;
Sandra etl., 2012). Cette étude a pu confirmer une similitdde prévalences microbiennes

entre le riz et le couscous.

Les résultats de cette étude ont confirmé la poesele spores bactériennes dans la
semoule de couscous comme dans le riz. Ces résudtaisolident aussi les travaux
notamment de Spicher (1986) ; Baily et Von Holy93p; Rosenkuist et Hansen (1995) ;
Fang etal. (1997) ; Berghofer al. (2003) ; Chitov etl. (2007) ; Valerio etl. (2012) qui
montraient la contamination de produits a base ldedbr par les spores bactériennes. Les
travaux de Valerio etl. (2012) et Rosenkuist et Hansen (1995) visaierdtuier la
biodiversité de la semoule et la farine de blépores bactériennes. Baily et Von Holy (1993)
ont montré la contamination pBacillus sppdans la farine avec I'objectif de déterminer la

source daacillusspp dans le pain.

Berghofer e@l. (2003) ont montré que 91% des échantillons (Ei&iEent contaminés
par les spores bactériennes mésophiles. Par aill&@picher (1986) a étudié la qualité
hygiénique de la farine de blé. Cependant, Faral. 1997) et Chitov eal. (2007) avaient
un objectif épidémiologique c'est-a-dire ont cibliéectementB. cereusimpliqué dans les
TIAC. Cette contamination est peut étre apportéel@aol durant les premieres étapes de
récolte et/ou au cours de process. En revanchdaméries ubiquitaires sont inévitables dans
la majorité des produits alimentaires. Par aillelesrs concentrations et/ou leur biodiversité
se varient d’'un produit a un autre et d'un échlmtié un autre.

Dans cette étude, une concentration faible en spare&té détectée 20UFC/g en

moyenne. Ce comptage semble étre affirmatif au ménement des spores bactériennes dans
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la farine du blé (Rogers et Hasseltine, 1978 ; I&pic1986 ; Baily et Von Holy, 1993 ;
Rosenkuist et Hansen, 1995). Rogers et Hasselli®@8] ont montré sur 78 échantillons
analysés, une contamination trés faible dont lebrende spores était égal ou inferieur a 10
spores par gramme. Les échantillons étaient issu8 kgions des Etats Unis d’Amérique
(USA). Spicher (1986) a montré aussi une contananade la farine de blé inferieure ou
égale a 1bspores par gramme. Ces résultats ont été aussiusbfmar Baily et Von Holy
(1993) dans le méme produit. Par ailleurs, Rosatkei Hansen (1995) ont détecté des
concentrations en spores tres faible : en moyer®& b,7 spores par gramme de blé et sa
farine respectivement. D’autre part, la semouldyséa par Valerio etl. (2012) a révélé une

contamination de I'ordre ¥Gpores par gramme.

Les résultats de notre étude contrastent avecrfioreélevé des spores bactériennes
trouvées dans une grande partie des échantillofiarishe de blé analysée par Valerioakt
(2012) et Yusuf eal. (1992). Ces derniers auteurs ont montré une gonéion tres faible
de cing échantillons (2,0%), une contamination d@em 10° spores par gramme pour 84
échantillons (28,0%) et plus de “18pores par gramme pour les 216 échantillons rsstan
(70,0%). Parmi les souches isolées, 72 isolats montré un pouvoir producteur
d’entérotoxine. Entre outre, Valerioat 2012 ont montré que dans 23% de 69 d’échantillons

de la semoule analysée, le nombre des sporesikacEs dépasse A6pores par gramme.

Cette différence de niveau de contamination esbabi@ment liée a la variabilité
d’'origine des échantillons, des conditions de fécode stockage et de process de
transformation ainsi que I'hétérogénéité de la sdede couscous issue de plusieurs matieres

premieres de différentes régions et parfois de.pays

Concernant les isolats obtenus, l'identificationréxélé qu’ils appartenaierd B.
cereus B. licheniformiset B. subtilis. Malgré le faible nombre d’échantillons analyses, |
différentes espéces dBacillus sporulées inventoriées correspondent a cellesscid@ns les
études bibliographiques. Pour les 10 échantilloreyaés, trois especes ont été identifiées.
Cependant a ce niveau d'étude, cette biodiversitéeacore a valider par un nombre
d’échantillons plus élevé. Par ailleurs, la biodsi® de spores bactériennes de la semoule a
été montrée par plusieurs auteurs notamment Bailyom Holy (1993) ; Rosenkvist et
Hansen (1995) et Valerio at. (2012). Baily et Von Holy (1993) ont montré lantamination
de la farine de semoule par 6 espéces Rigsllus spp (300 souches identifiées) avec
prévalence d&. licheniformiset B. subtilis Valerio etal. (2012) ont montré la présence de
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13 especes (sur 176 souchesBdeillusavec prévalence d& amyloliquefaciené4%) suivi
par B. licheniformis(12%). Par ailleurs, Rosenkvist et Hansen (199%)ecensé 15 espéces
deBacillussur un total de 422 souches isolées a partir 8e2f@antillons de grains de blé.

L’ensemble desBacillus identifices dans la semoule de couscous étudiées
appartenaient au groupacilluscereus(Guinebretiere edl., 2008) eBacillussubtilis (Wang
etal., 2007).

Parmi ces souches isoléBgcilluslicheniformisest présent en forte proportion (50%)
suivi deBacillus cereus(40%). La prédominance d’'une espéce ou une autre n’edigeaau
produit lui-méme mais plutbt a son trajet de larébe a la fourchette, c'est-a-dire dépend de

la complexité de leur écosystéme et de la vartélik leurs niches écologiques

Dans cette étud8. cereuset B. licheniformisont montré une forte prévalendea
prédominance dBacilluscereusa été constatée aussi par Berghofed.ef2003) ; Valerio et
al. (2012) dans la farine de blé. Berghofeiakt(2003) ont montré la contamination de 81
échantillons, versus 100 échantillons analysésBpaillus cereus Par ailleurs, Valerio el.
(2012) ont isolé 31 souches Be cereussur 176 souches dgacillus spp. Ces auteurs ont
révélé la prévalence dB. amyloliquefaciengd95 souches) suivie paB. cereuset B.

licheniformis(12 souches)

Entre outre, la prévalence d=acillus licheniformisa été montrée notamment par
Baily et Von Holy (1993) et Rosenkuist et Hanse®98) dans les grains, semoule et la farine
de blé. Baily et Von Holy (1993) ont identifié 4%lde souches (300) comme étaht
licheniformis Par ailleurs Rosenkuist et Hansen (1995) ont identifié parmi 42Rches,

48,2% de souches @& licheniformissuivi parBacillus subtilig(7,2%).

Cependantdans notre étude une seule souche a été identifine appartenant a
Bacillus subtilis(10%) présente une proportion trés faible comraé gtontré par Valerio et
al. (2012) et Rosenkuist et Hansen (1995).

Par ailleurs, les seules espece®dsubtiliset B. licheniformisont été isolées a partir

de pain ropy par Rosenkuist et Hansen (1995).

Dans nos résultats, la semoule de couscous préasemggport important des espéces
par rapport au nombre d’échantillons. En termebiddiversité, il était aussi montré dans les

produits a base de blé dur par la majorité desatravconsultés principalement ceux de
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Rosenkuist et Hansen (1995) et Valeri@lef(2012). Cependant en termes de composition en
microflores sporulées, ces espéeces identifiées cities étude ont été toujours recensées dans
les produits & base de blé dur a savoir les tradauRosenkuist et Hansen (1995) et Valerio
etal. (2012).

Par ailleurs, d’autres espéeces identifiées partidawchercheurs n’étaient pas détectées
dans les échantillons de la semoule de couscougséraValerio etl. (2012) ont identifié
autres 13 especes dont 54% appartenaiBaicalus amyloliquefaciensYusuf etal. (1992) et
Rosenkuist et Hansen (1995) ont également iderBidiéillus mycoideset Bacillus pumilus
respectivement. En fait, les especes inventoriées th semoule de couscous n’étaient pas
exhaustives. C'est-a-dire I'absence des autrecesuie group8acillus cereus,de Bacillus
subtilis et/ou d’autre groupe’était pas confirméd.e nombre d‘échantillons étudiés semble
insuffisant pour juger la composition en termesbdetéries sporulées dans la semoule de
couscous et/ou sa qualité microbiologique ni déisdiversité. Tel n’était pas I'objectif de

notre travail.

Dans cette étude, toutes les soucheBaigllus cereusont été affiliées au groupe IV.
Il s’agit d'un groupe mésophile correspondant agéceB. thuringiensidV ou B. cereudV
(Guinebertiére eal., 2008). Il est représenté typiqguement par la lseuSTCC 14579. Les
souches de ce groupe sont généralement cytotoxjGumsebertiere edl., 2008).

Ces résultats confirment les travaux de Guinebrert@al. (2003) qui montrent la
présence d8acillus cereusgroupe IV dans les céréales et les produits aréglacependant
comme le souligne les travaux de Guinebertier@.g2003), la présence d@=acillus cereus

du groupe 3 auraient pu étre également observéeoggrproduits amylaces.

La température d’isolement de 30°C de ces souclsesdans la gamme des
températures adaptées a la croissance des bactigriggoupe IV. A cette température
d’isolement, probablement, un éventail des sougisghrotrophes et thermophiles était

exclu de la recherche dans la semoule de couscous.

Comme signalé dans la synthese bibliographiquéhdetéries du groud@acillus sont
reconnues pour leur incrimination dans les TIAG &Uite de la consommation de quantité
toxique en bactéries et/ou leurs toxines. Cetts@mmation est a I'origine des intoxications

aigues dont l'apparition est immeédiate.
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Concernant la thermorésistance, les résultats galednent montré une hétérogénéité
de la thermo-résistance. Les cinétiques de degtnucles spores des souchesBbeillus
cereuset Bacillus subtilisont été décrites et modélisées par le modele deuleMafart et
al. (2002). Ce modéle se caractérise par des pamsrigislogiquement significatifs a savoir
le premier temps de réduction décimai@ €t la forme de la courbe)( La valeur du
parametre p renseigne sur ’lhomogénéité et le campent des spores bactériennes durant le
traitement thermique isotherme. Comme il a étéadégauparavant, le parametre p, peut avoir
une valeur égale a 1 ou différente de 1 pour lesticjues linéaires ou non log linéaires
respectivement. Les courbes que nous avons obsegtégent semblables aux courbes
observées par Valdramidis &t (2008). Les courbes non log-linéaire ont été mirs aussi
par Geeraerd etl. (2000) lorsqu’ils ont testé la performance déédi#nts modéles sur un jeu
de données expérimentales pdBr cereus Les auteurs ont observé des courbes avec

« épaulement » et « trainée ».

Les cinétigues non log-linéaires étaient obsercéesg les spores d&cereud_MBc2,
LMBc5 et LMBcl11 etB subtilisLMBc12, les souches d&. cereusLMBc5 et LMBc11 ont
présenté une cinétique concave contrairement aughssB. cereusLMBc2 et B. subtilis

LMBc12 qui ont présenté des cinétiques convexes.

Les cinétiques avec courbature concave et un épaule résultent d’une activation de
la population avant sa destruction. Pour ce typedekruction, la destruction commence
lentement puis s’accélére au cours de traitemenirtigue.

Par ailleurs, les spores bactériennes dont laigueétest convexe, la destruction des
spores au début du traitement a une températuneédoest trés rapide (chute rapide de la
population traitée). Cependant, a la fin du tragatnla thermorésistance se stabilise avec la
formation de trainée ou de queue. Dans ce casétepce de deux populations (une sensible
et d’autre résistante) semble étre la seule hypgetipeur expliquer ce type de cinétique car
toutes formes végétatives étaient éliminées paaieement a I'éthanol avant la conservation

des spores bactériennes.

La cinétique linéaire (renseignée par un p égal) dtait observée avec la spore
Bacillus cereusLMBc7. Cette cinétique nous indique que la desimacest homogéne avec

I'expression de delta sous forme de D : le tempdaction décimale.

59



Discussion

Les valeurs des paramétres dedaspnt liees a la forme de la cinétique. L’instroigt
« riskDuniform » du logiciel @risk a été utiliséeys déduire la valeur la plus représentative
de la thermorésistance des souches étudiées. Rarpkx la température de process du
couscous (95°C en moyenne). Cette valeur sert pam@nla thermo-résistance de souches
étudiées avec les souches de la littérature Baedlus cereusde groupe IV s’étaient avérees
plus résistantes que les souches étudiées par Hale @014). La valeur de la durée de
réduction décimale a 95°C §§) représentative était de 6,97 minutes.

Par ailleurs, les résultats de la thermorésistateda souche d®&acillus subtilis
étaient en concordance avec les résultats Monetibé (2005). Ces derniers ont montré une
valeur de [sc égale a 1,5 minutes. Cependant, les résultats atiee retude sont en
discordance avec les résultats de Janstova et bukd82001) qui ont montré des valeurs de

Dgseccomprises entre 1,78 et 3,26 minutes.

Le parametre t483-c correspond a la durée de traitement a une temypérdbnnée
nécessaire pour quatre réductions décimales deplalgtion de spores. Au sein des souches
étudiées, les valeurs de i sont plus facilement utilisables pour comparer la
thermorésistance des souches. Ce temps a été esfiof€ qui est proche de la température

de process de la cuisson du couscous.

A la température de process (90°C), le temps nacespour atteindre quatre
réductions décimales a été estimé a 2,3h et 3,4r Bo cereusLMBc5 et LMBc2
respectivement. Par ailleurs, la souche Biecillus cereus LMBc2 semble étre plus
thermorésistance parmi les souches étudiées. Ceheso deB. cereusgroupe IV étudiées
semble étre plus résistantes que celles étudiéesipa etal. (2014). La valeur de t4D

représentative pour souches de Hual.g2014) était estimeé a 1h.

Par contre, la souche dacillus subtilis étudiée est la plus thermosensible (0,6h). Il
faut noter que ces spores bactériennes isoléestiagha couscous ont résisté au traitement
thermique appliqué lors de la transformation desats et ont comme origine une

recontamination post-traitement du produit.

La sensibilité (z) des spores dBacillus au traitement thermique a été déterminée par
ajustement de modéle de Bigelow (1921). Les valdersensibilité varient de 7,52 °C a 10,38

°C et dépendent de la souche concernée.
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Les spores étudiées dans ce travail présentaiensensibilité (z) proche de celle
présentative (estimée a 8,8°C) des valeurs rapppeéBergére et Cerf (1992). Par contre les
valeurs obtenues dans ce travail sont plus faigles celles rapportées par Janstova et
Lukasova (2001) qui égale a 12,8 et 15,37°C @urereusetB. subtilisrespectivement.

Le traitement des spores BacilluscereusLMBc5 dans le couscous a 90°C, a montré
une sensibilité par rapport aux spores traitées darBHI. Une méme différence entre la
matrice alimentaire et le milieu de traitementé&aiservée par Montville at. (2005). Cette
différence peut étre due a la composition de laiogasalimentaire et principalement I'amidon.
Cependant, 'amidon a un effet protecteur des spbeetériennes durant la revivification
(Gonzélez eal., 2007).

Le processus de cuisson ne semble pas étre stffiean détruire toutes les formes
sporulées existantes dans la matiére premiereefimsitcette cuisson peut activer les spores
bactériennes omniprésentes. Ces spores une fdieexctpourraient-elles germer et se

développer dans la semoule de couscous ?

Le développement des bactéries dépend de la temmde stockage gu’elle méme
dépend étroitement du climat de la région. Génératt, le couscous est gardé a la
température ambiante avant la premiere consommadifmu réfrigérateur pour plusieurs
consommationsBacillus cereusgroupe IV se développe bien a des températuresaatab
car leur température optimale est de 38°C. A dettepérature, le taux de sa croissance est
maximal mais quand la température s'en éloignerdesance ralentit. Le taux de croissance
de Bacillus cereusgroupe IV, déterminé dans la semoule du cousc@@s°&, était similaire

a celui estimé dBacilluscereusgroupe IV ensemenceées dans le riz (Gilbeal.etl974).

Par ailleurs, le temps de latenceBEeillus cereustesté est largement suffisant pour la
germination des spores @acillus cereus Ces résultats ont montré aussi que la souche de
Bacillus cereusétudiée peut atteindre des concentrations toxidgeelen Carlin eal. (2013),
la croissance dB. cereusdu groupe IV se développe a des températures csargmtre 8 °C
et 48 °C, avec une température optimale proche8d¥C3 Les cellules dBacillus cereusse
multiplient & des vitesses variables qui atteigrsem maximum a la température optimale. A
partir de ces valeurs de températures cardinalgs Tmax Tops l€S taux de croissance
différents ont été calculés en utilisant le conaptgamma et des modéles de températures

cardinales développés par Rossalef1996) (équations 4 et 5).
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- Eq 4
:umax - y':uopt

y( ) - i (T _Tmin)z(T _Tmax) . Eq 5
(Topt _Tmin)l_(Topt _Tmin )(T _Topt) - (Topt _Tmax)(Topt +Tmin - ZT)J

En fait, dans la semoule du couscous, un taux @esance optimal g4) de 0,4 Ha
été calculé a 38 °C. Le temps de génération (Dharale I'inverse de p représente le temps

de génération (g=2,5heures).

La semoule de couscous était proche de celle duaiz le taux de croissance

optimale (l4py pourB. cereugroupe IV est de 0,6 h¢Carlin etal., 2013).

Selon le modéle cardinal de Rosso, le taux de sante spécifique calculé était de
0.11h' & 20 °C. Compte tenu d'une contamination initdéel CFU par gramme de la
semoule de couscous, la dose seuil menant & ftation de 18 CFU par gramme pourrait
étre atteinte dans 11 heures a 38 °C, et 40 h°&€2Par conséquent, la semoule du couscous

semble étre une matrice favorable pour le déveloepe des spores @ cereus

Ces résultats peuvent étre exploités dans I'olbjettibord d'évaluer l'impact du
traitement thermique non isotherme sur l'inactoatbactérienne et le calcul de I'efficacité du
procédé. Ces résultats peuvent également étreégtilans un outil d’analyse du risque de
Bacillus cereusassocié a la consommation de la semoule de cosistime contribution a
I'évaluation d’exposition a été faite d'aprés aesuitats. Réellement, la contamination initiale
de la semoule de couscous chez le commercant tébgit basse pour provoquer une
intoxication alimentaire (la concentration toxique I'espéce plus toxique est de®10
UFC/gramme (cf chapitre 1)). Alors, la semoule dascous ne représente pas de risque ou
un risque faible pour le consommateur de pointuwke présence de cellules bactériennes dans

le produit au moment de l'achat.

Les spores sont présentes dans la semoule de osuseant la cuisson. A cette étape
les bactéries ne peuvent pas se développer a dausetivité d’eau plus faible (u proche de
0). Cependant, I'activité d’eau peut étre augmegtéee a I'amplitude thermique (les paquets
sont plastiques). Par conséquent, il pourra avagr aroissance de bactéries. La croissance de
bactéries chez le détaillant est tres lente. Le brermaximal des bactéries a la sortie de

commerce était estimé a 4 log/g.
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Discussion

Apres la cuisson, les deux scenarios limites ptessibnt été envisagés. Le premier
(S1) est le plus slr se caractérise par 3 cyclesudson a 98°C pendant 20 minutes. Par
ailleurs le deuxieme (S2) est plus favorable pawurvie des spores bactériennes avec deux
cycles de cuisson pendant 10 minutes (données efesg). A la sortie de process, la
concentration maximale en spores bactériennes esétéée a 560 UFC/g. Cette estimation a
été réalisée a I'aide du logiciel @risk.

Cette concentration était probablement amplifiéedule stockage. Le pire scenario
(S3) probable était de garder le couscous 12 hdak@st la consommation de la deuxieme
portion) a la température ambiante estimée a 3MQe(mpérature saisonniere n'était pas
prise en compte). Alors, le niveau de spores biactées au moment de consommation était

estimé au maximum a 4 log/g.

De ce fait, les concentrations en spore8deillus cereusestimées étaient inferieures
a celle du seuil toxique fixé pour ce pathogéne &6t & 10 UFC/g au moment de la
consommation du produit. La connaissance du risglaif associé a la consommation du
couscous contaminé p&. cereusnécessite des données complémentaires conceewnt |

modalités de consommation de cet aliment et labeodose-réponse.
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Conclusion

Cette étude a eu pour objectif de déterminer ladibersité en spores
bactériennes dans la semoule de couscous aingupgecomportements vis-a-vis des
variations de la température. La température egtrilecipal facteur affectant la
réponse bactérienne dans le process de prépaditi@ouscous. La préparation du
couscous est basée sur des répétitions de cyatelisison a la vapeur avant d’étre
stocké pour étre consommeé. Par conséquent, lecotetatilisé était établi en basant
sur I'effet caractéristigue de chaque étape. Datphii vue microbiologique, I'étape
de cuisson consiste a détruire les bactéries odgseptes, c'est-a-difénactivation.
Cependant, suite a sa préparation le couscousrvendans de mauvaises conditions
a la température ambiante permet la croissanceatgsries. Par conséquent, il a été
tres important d'étudier la thermo-résistance dperes isolées ainsi que leur
parametre de croissance dans le couscous. Le amussbtrés consommé en Algérie
et est le troisieme aliment pouvant étre incrimitads les TIAC en Algérie. C'est

probablement une des principales causes des 60¥AEs 0N expliquées.

L'analyse microbiologique de la semoule de cousoonstre une biodiversité
des especes de bactéries sporulées. Cependandniesntrations differentes d’'une
espéce a une autre. Les analyses ont recenséaeuliéfs especes prédominantes a
savoirBacillus licheniformiset Bacillus cereusgroupe IV etBacillus subtilis moins
représenté. Cet inventaire en especes n'est paaustdh Les échantillons de la
semoule de couscous analysés montraient une covatom plus faible que celle
pouvant provoquer une intoxication pBacillus cereus(>1CPUCF/g). Elles sont
impliquées dans plusieurs cas de TIAC a traversiglus pays. Par ailleuBacillus
cereusest une bactérie tres décrite dans la littérallegte bactérie est la troisieme
cause de TIAC en France. Cependant, en Algérite bettérie n'est pas recherchée

dans les analyses microbiologiques des aliments.

Les thermorésistances des spore8aeillus subtilis et deBacillus cereusont
été déterminées. Selon les souches, ces spores®ithermorésistance variable avec
des cinétiques non log-linéaires. Suite a la vdii@bdes formes de courbes des
cinétiques, les thermorésistances de spores daalifes souches ont été comparées
sur la base des valeurs des temps de quatre r@asictécimales (t4D). La souche de
Bacillus cereusLMBc2 est la plus résistante a la températurerdegss (90°C). Par

ailleurs, a 95°C proche de celles rencontrées tanprocess, la souche Bacillus
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Conclusion

cereusLMBc2 a montré une thermorésistance proche eremdiiie laboratoire ou en
couscous. Ces résultats sont trées importants danprdcessus d’évaluation de
I'efficacité de cuisson et une éventuelle optim@at Egalement ces résultats de la

thermorésistance sont rassurants pour les cons@uraatu couscous.

Par ailleurs, la souche dBacillus cereusa montré un fort potentiel de
croissance dans le couscous qui est un milieu &empour la croissance Becereus
avec des taux de croissance proches a ceux obgskméde riz. Alors, compte tenu
les pires scenarios liés a la consommation du cugsgempérature et temps d’attente
a la consommation), nous avons pu déterminer Bueereusn’excede pas la

concentration seuil de 1Bactéries /g fixée dans les normes.

A lissue de cette étude, nous avons pu voir que deuples temps de
température de cuisson et de stockage sont desifaatiéterminant pour évaluer la
concentration finale eBacillus lors de la consommation. Il en ressort qu'il ess$ t
recommandé de cuire la semoule de couscous trigipémdant un temps supérieur a
15minutes avec une consommation ex-temporairensgnde en une seule portion.

Sinon, la conservation a la température de réfiigér est fortement recommandée.

Ces résultats ont cependant été insuffisants pealuér quantitativement le
risque associé a la consommation de ces bact@wes.cela, une collaboration avec
'INRA de Nantes, a été établie pour réaliser usgn@tion du risque associé a la

consommation du couscous contaminée par les bex&porulées.
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ANNEXES I

(Arrété N° 179/MS/CAB du 17 Novembre 1990)

Liste des

Maladies a Déclaration Obligatoire (MDO)

en Algérie

MNombre : Trente deux (32) maladies infectieuses
Elles sont groupées en fonction de leur mode de transmission

Liste :

Choléra

Fiévre typhoide et paratyphoide
Dysenteries amibienne et bacillaire
Toxi-infections alimentaires collectives
Hépatites virales

Diphtérie

Tétanos

Coqueluche

Poliomyelite

Rougeole

Méningite cérébro-spinale

Autres méningites non tuberculeuses
Tuberculose

Paludisme

Leishmaniose cutanée

Leishmaniose viscérale

Kyste hydatique

Rage

Charbon

Brucellose

Bilharziose

Lépre

Leptospirose

Urétrite gonococcique

Urétrite non gonococcique

Syphilis

Infection par le virus de I'immunodéficience humaine (HIV)
Typhus exanthématique

Antres rickettsioses (fievre boutonneuse méditerranéenne)
Peste

Fiévre jaune

Trachome



ANNEXE Il

(Journal officiel de la république Algérienne démoratique N°35)

TABLEAU XII

CRITERES MICROBIOLOGIQUES DES PRODUITS DESHYDRATES: NON REPRIS
DANS LES TABLEAUX PRECEDENTS ET AUTRES PRODUITS DIVERS

PRODUITS n c ' m
|. Epices et plantes ardmatiques séchées :
—- germes aérobies 2 30° C 5 2 105
— moisissures 5 2 108
— Escherichia coli 5 2 10
— Salmonella 5 0 absence
2. F’ruits sgcs (dattes, figues, pruneaux, raisins
Secs...)
— levures osmophiles 5 2 10
— moisissures 5 2 102
— Escherichia coli 5 2 3
3. Céréales en grains :
— moisissures 5 2 102
— clostridium sulfito-réducteurs 4 46° C 5 2 102
4. Produits de mouture (semoules, farines) et pites
alimentaires :
— moisissures ‘ 5 2 102
— clostridium sulfito-réducteurs a 46° C 5 2 102
5. Dérivés de céréales (biscuits, biscottes, péates aux
ceufs...) :
— germes aérobies a 30° C 5 2 103
— Escherichia coli 5 2 3
— Staphylococcus aureus 5 2 102
— moisissures 5 2 102
— Salmonella (1) 5 0 absence




Résumé
Bacillus cereusest une bactérie sporulée impliquée dans lesitdactions alimentaires collectives (TIAC). En Atgg
cette bactérie n’est pas recherchée dans le cosisamement consommeé en Algérie et troisieme alirmamiminé dans
les TIAC. Dans ce cadre, cette thése vise a rebbere pathogene, caractériser sa thermorésistagrifer sa capacité a
se développer dans le couscous pour la prévisiomwdau de contamination. Une contamination moyed®@0 ufc/g a
été détectée dans les 3 marques de la semouleudooes étudiées et qui sont commercialisées daggilan de Laghouat
en Algérie.
10 souches ont été isolées et identifiées : 4 smu¢bMBc2, LMBc5, LMBc7, LMBcl11) appartiennent awogpe B.
cereus 5 a B.licheniformiset 1 (LMBc12) aB. subtilis Les 4 souches d&. cereussensudato ont été affiliées au groupe
IV aprés séquencage du gépanC
Les souches dBacillus cereuset Bacillus subtilis ont montré une thermorésistance souche-dépendantda cinétique a
été ajustée par le modele de Weibull adapté pamitatal. (2002). Ces cinétiques ont montré une hétérotf &
forme : linéaire (pour LMBc7), concave (pour LMBeb LMBc11) et convexe (pour LMBc2 et LMBc12). Larda de
traitement nécessaire pour avoir quatre réductiéesmales (t4k-c) a été estimée a I'aide du modéle de Bigelow (1921
A 95°C qui est une température représentative @eison du couscous, la souche LMBc2 semble &tpduk résistante
(t4Dgs-=3,73h) eBacillussubtilisLMBc12 est la moins résistante (it =0,58h).
Par ailleurs, la souchB. cereusLMBc7 était plus sensible au traitement thermi¢me7,52°C) et la souchB. subtilis
LMBc12 la plus résistante (aveg=40,32°C).
L’étude de la croissance dBacilluscereusLMBc11 dans le couscous a 30°C a montré une pti@datence de 8h et un
taux de croissance de 0.33.h
Compte tenu de ces résultats, la concentrationmadgiau moment de la consommation du couscousesgtéée pour le
pire scenario (jl= 20UFC/g, attente de 12heures a température atalpid.a concentration maximale atteinte (4loghk}) e
inferieure & celle indiquant le seuil de toxicitéei est de 70UFC/g. Nous pouvons dire alors qu'avec une comation
initiale de 20 UFC/g, le couscous ne constitueypaasque majeur pour la santé publique quantpidaence dB. cereus
aprés une attente de 12 heures.
Mots clés : Bacillus cereus thermorésistance, croissance bactérienne, éi@udtexposition, semoule de couscous,
TIAC,
Abstract
Bacilluscereusis a spore-forming bacterium involved in food-b®wutbreak. In Algeria, this bacteria didn’t testedny
food especially couscous that is a most consunfieod and a third food associated with food-borntbmak. Wherefore,
this thesis was to investigate this concern, tontifyaits heat resistance, testing its ability g in the couscous and
predict the contamination level at time of consuompta contamination of 20 cfu/g was detected braénds of couscous
semolina marketed in the region of Laghouat, Ageri
10 strains were isolated including 4 strains (LMBC®IBc5, LMBc7, LMBc11) ofB. cereus5 of B. licheniformisand one
(LMBc12) of B. subtilis (1). The four strains d8.cereusvere assigned in group 1V after sequencingafCgene.
The strains 0B. cereusandBacillus subtilis showed a variablility and strain dependent of leatstance whose survival
kinetics were adjusted by the Weibull model adagigdMafartal. (2002). The survival kinetics of the strains stdd
showed heterogeneity of shape between log linemgave and convex. Therefore, time of the fourttirdel reduction
(t4D) using model Bigelow (1921). At 95°C that settemperature of couscous heting, the strain LM&®ms resistant
(t4D = 3.73h) and. subtilisLMBc12 (t4D = 0.58h) most sensitive.
Moreover, the strain d8. cereusLMBc7 (zr = 7.52 °C) was more sensitive to heat treatmedBasubtilisSLMBc12 (z =
10.32 °C) was more resistaf®. cereushas shown potential growth in the couscous at@With a lag phase of 8 and a
rate of 0.33 H.
Take account of these results, the maximum coraiémtrat the time of consumption was estimatedHerworst scenario
(20 UFClg, storage time 12h). The maximal concéioma(4log/g) ofB. cereuss lower than toxic level: POUFC/gram.
The couscous doesn't take a risk for public heatttihese conditions.
Key words: Bacillus cereus heat resistance, growth, exposure assessmergcami semolina, outbreak foodborne
pathogen.
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