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Introduction
Pendant les premiers six mois, le lait maternel seul permet de couvrir les besoins nutritionnels
des nourrissons. Mais au-dela, les enfants ont besoin d’autres sources alimentaires afin que le
bon développement soit assuré. Il est donc nécessaire de donner aux nourrissons des aliments
complémentaires au lait maternel. Parmi ces compléments, la farine infantile occupe une
place importante surtout durant la «période dite de sevrage de 6 a 24 mois sans interruption de
I’allaitement (Briend, 2009).
La farine infantile est un produit déshydraté a faible activité d’eau (aw< 0,5) qui limite la
croissance de bactéries mais ne nié pas leur présence surtout les bactéries aérobies sporulées.
A partir de 2 Juillet 2017, I’ Algérie a intégré la recherche de Bactéries sporulées notamment
les B cereus dans les criteres microbiologiques (JORAD n° 39, 2017). Il est responsable de
deux types de symptomes : le syndrome diarrhéique et le syndrome de type émétique (Anese,
2011). En outre, B. cereus est une menace pour la santé du groupe de nourrissons, et 0,61%
des cas de diarrhée aigué liés aux bactéries chez les nourrissons ont été causés par B. cereus
au Kosovo pendant une période de 7 ans (Yunyi, 2017).
La réhydratation de la farine infantile aboutit a la germination des spores de B. cereus puis
croitre durant 1’attente et/ou le stockage jusqu’a la consommation. La farine infantile est
préparée dans 1’eau chaude ou bien chauffé a différente températures chez les consommateurs.
Dans ce contexte, nous tenterons d’évaluer la thermorésistance de spores de B. cereus a
differentes températures.
Bacillus cereus est présent dans toutes les catégories de produits alimentaires a savoir les
céréales, les épices, les legumes, les produits carnés, les produits laitiers ainsi que dans le sol
et ’environnement.
Pour atteindre nos objectifs, nous avons divisé notre travail en deux parties :

» Premiere partie, est consacrée a la synthese bibliographique relative aux farines
infantile et leur processus de fabrication et aux groupes de Bacillus cereus.
» Deuxiéme Partie, est la partie expérimentale qui décrit le protocole de notre étude de la
thermorésistance des spores de quelques souches de Bacillus cereus et la synthése des
résultats et discussion. La dernicre partie c’est la conclusion finale et les perspectives

de recherche.
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CHAPITRE 1
FARINE INFANTILE




I. 1. 1. Généralité sur la farine infantile :
Deés I’age de 4 a 6 mois le lait maternel devient qualitativement et quantitativement
insuffisant pour le nourrisson dont les besoins nutritifs deviennent croissants. 1l
s’avere donc nécessaire d’introduire dans 1’alimentation du jeune enfant, des aliments
nouveaux sous forme liquide ou semi liquide pour compléter les apports du lait
maternel, c’est la période de sevrage (Zannou, 2011) qui s’étend de 6 mois a 1 an
voire 2 ans. Par ailleurs il est important de continuer 1’allaitement maternel jusqu’a
I’4ge de deux ans ou plus pour protéger I’enfant contre la malnutrition et d’autres
maladies (Traore, 2003).
La farine infantile est un aliment de sevrage que I'on donne sous forme de bouillie aux
enfants a partir de I'age de quatre a six mois en complément du lait maternel.
Elle doit étre spécialement congue pour couvrir leurs besoins nutritionnels en tenant
compte des apports du lait maternel et de la frequence journaliere des repas (dans de
nombreux contextes, les enfants recoivent moins de trois bouillies par jour) (Mouquet
et all., 1998).
La plus ancienne expérience de production de farines infantiles en Afrique est née en
Algérie (1966) (Treche, 1995), qui représentant une des plus grandes capacités de
production. Il s'agit de la "Supéramine”, qui est une farine précuite deshydratée,
enrichie en protéine, équilibrée en acides aminés essentiels et enrichie en vitamines et
sels minéraux, sucre et aromatisée. Elle se compose de farines de blé dur (28 %), de
pois chiche(38 %) et de lentille (19 %), de lait écréme en poudre (10 %), de
saccharose (5 %) et de 1% d'aditifs (vitamines A, D, B2, B6, PP, C, CO,-Ca) (Treche,
1995).

I. 1. 2. Caractéristique d’une farine infantile :

C’est un aliment donné aux jeunes enfants en complément du lait maternel, qui
répondre a certains criteres pour couvrir leurs besoins nutritionnels : salubre(ne
contient pas de germes pathogenes, de toxines ou de résidus chimigques toxiques
susceptibles d'avoir des répercussions sur la santé du nourrisson), accessible au plus
grand nombre d'enfants (prix modéré, disponible en permanence aux endroits
appropriés, considérée comme facile a préparer par les méres et acceptable d'un point
de vue culturel et organoleptique ) et avoir une bonne valeur nutritionnelle (énergie et
de nutriments indispensables pour couvrir leurs besoins nutritionnels en complément
du lait maternel) (Mouquet et al., 1998).




I. 1. 3. Différents types de farine infantile

On peut distinguer deux types de farines infantiles selon leur mode de préparation :

v

Les farines dites a cuire, qui nécessitent une cuisson plus ou moins prolongée
par l'utilisateur. Elles s’obtiennent généralement par des procédés ne modifiant
pas de facon importante leurs principaux constituants (torréfaction /grillage,
broyage et mélange de différentes matieres premieres).

Les farines instantanées que l'on prépare sous forme de bouillies par simple
mélange avec de l'eau portée a ébullition. Elle fait appel a des procédés
souvent plus complexes : cuisson au four (type biscuit), séchage sur rouleau,

cuisson-extrusion (Mouquet et all., 1998).

I. 1. 4. Valeur nutritionnel de la farine infantile

La qualité des farines infantiles utilisées pendant la période de sevrage du nourrisson

est d’une grande importance (Sika et al., 2019). Un aliment de sevrage comporte

quatre types d’ingrédients (Sanogo, 1994) :

v

un aliment de base : c’est I’ingrédient principal, de préférence une céréale
comme le mil, riz, mais, sorgho, ou bien le manioc, I'igname, la banane ;

un complément riche en protéines : lait en poudre, haricots secs, soja,
arachides, niébé...etc. ;

un apport en énergie : matiere grasse, huile ;

un supplément en vitamines et sels minéraux apportés apres la cuisson de la
bouillie sous forme de jus de fruit (mangue, orange, tomate, pain de singe)
(Sanogo, 1994).

Ainsi, la nature et les proportions des différents ingrédients incorporés peuvent varier

selon les habitudes alimentaires, la disponibilité et le prix des matiéres premiéres
(Treche, 1995).

La composition souhaitable en nutriments des farines doit étre définie par rapport a

leur contenu énergétique et étre exprimée en gramme, milligramme ou microgramme

pour 100 kcal (Mouquet et all., 1998). Elle dépend du niveau des besoins de I'enfant

et des autres aliments ingérés (Mouquet et all., 1998).

La composition nutritionnelle standard pour 100 g d’aliment de sevrage se présente

comme suit :




- Glucides 68%
- Protéines 13%

- Matiéres grasses 7%

- Fibres 5%
- Cendres 2%
- Eau 5%

Soit 400 calories. La densité énergétique de la bouillie doit étre de 1 Kcal/ml
(Mouquet et all., 1998).

I. 1. 5. Procédés et les étapes de la fabrication de la farine infantile :

La production de farine nécessite de multiples opérations qui vont s'effectuer sur
différentes matiéres premiéres (céreales, légumineuses ...) (cf. figure 1).
Le respect du procédé de fabrication et des régles d’hygiene associées doit permettre
d’atteindre les seuils retenus en matiére de qualité sanitaire si les matiéres premieres
utilisées sont de qualité satisfaisante. (Nutrifaso, 2007). Selon (Treche, 1995), le
proces de fabrication comprent:

v I'entreposage des matiéres premieres ;

v la transformation (triage, lavage, séchage, grillage, concassage, mouture,

refroidissement) ;
v le conditionnement (pesage et emballage de la farine) ;
v le stockage du produit fini.

Sanogo, 1994 et nutifaso, 2007 a décrit les étapes comme suite :

e L'entreposage des matieres premiéres
Il est important davoir des matieres premiéres propres et séches (céréales,
Iégumineuses). Un tri avant stockage et un séchage peuvent se révéler tres utiles pour

éviter des pertes importantes dues aux moisissures.

e Le nettoyage
Un triage et un nettoyage a sec permettent d'éliminer les cailloux, les graines abimées,
les pieces métalliques et les autres corps solides présents dans les graines. Cette étape

reste trés souvent manuelle et nécessite une main d'ceuvre importante.




Le lavage permet de débarrasser les grains des poussieres ou des produits de
traitement comme les insecticides qui ont pu étre utilisés lors du stockage. Le lavage
peut se faire dans des bassines ou des grands bacs : le fond de ces bacs est garni d'un

tamis qui retient les grains.

e Leséchage
Le séchage des grains aprés lavage s'effectue sur des nattes, sur des aires de séchage
en ciment ou dans des séchoirs solaires. Selon les conditions climatiques, ce séchage
peut durer de 3 a 8 heures. On peut également utiliser des séchoirs électriques (en

fonction de la disponibilité en énergie et de son codt).

e Le décorticage

Le décorticage demande une technologie spécifique pour chaque céréale ou
légumineuse. L'opération de décorticage consiste a débarrasser le grain de son
enveloppe (peéricarpe) ainsi que d’une partie du germe. Le péricarpe est riche en fibres
cellulosiques indigestes; il peut contenir des tanins amers qui peuvent entraver
l'assimilation des substances nutritives. Le germe est riche en matiéres grasses qui
provoqguent le rancissement de la farine.

Le décorticage doit conserver a la farine le maximum de protéines et doit débarrasser

le grain du maximum de cellulose et de matiéres grasses.

e Latorréfaction
La torréfaction est une étape délicate et importante de la fabrication d’une farine. Elle
consiste en un chauffage en I’absence d’eau a des températures supérieures a 100 °C.
Elle permet de diminuer la teneur en eau des graines, de réduire considérablement la
flore microbienne, de détruire certaines substances indésirables (facteurs
antinutritionnels, lipases, etc.) et d’améliorer les caractéristiques organoleptiques
(go0t) du produit final.
Le refroidissement est une opération importante, car il permet d’éviter la continuation
de la cuisson du produit torréfié. 11 est souhaitable de 1’effectuer en étalant le produit
en couche fine sur un support plat et propre (bassines ou tables de refroidissement)

juste aprés sa sortie du torréfacteur.




e Pesage des ingrédients
Avant mouture, les différents ingrédients (céréales, légumineuses, lait en poudre,
sucre ...) de la farine infantile sont pesés séparément et mélangés avant passage au

moulin.

e La mouture
Les farines infantiles demandent une mouture fine et séche pour une bonne
conservation. Le taux d'humidité de la farine, donc des grains, joue un rdle important
dans sa durée de conservation et dans le golit du produit fini. Plus une farine n’est
seche, mieux elle se conserve. 1l est donc important d'utiliser un équipement adapté au

broyage des grains secs. Le taux d'humidité acceptable est de 16 %.

e Le Conditionnement
Il consiste a mettre la farine dans des emballages. Le matériel de base se compose
d’une balance permettant de peser la farine et d’une thermosoudeuse permettant de
souder les emballages. Ceux-ci doivent étre hermétiquement scellés, résistants et
imperméables a I’eau, a I'air et aux graisses. Aussi, ’emballage doit avoir une
étiquette attrayante et informative qui renseigne le consommateur sur un certain
nombre d’informations :

o le nomde I’aliment ;

o la liste des ingrédients énumérés selon leur proportion par ordre

décroissant ;

o la valeur nutritionnelle du produit (énergie, protéines, lipides,

minéraux et vitamines) ;
o ladate limite de consommation du produit ;
o toutes conditions particuliéres pour I’entreposage ;
o le mode d’emploi ;
o le nom et I’adresse de 1’entreprise productrice ;

o le poids net du paquet.




Les produits une fois conditionnés devront étre entreposés dans les endroits les plus
sombres et les plus frais car I’exposition a la lumiére peut entrainer un ternissement de

leur couleur et la perte éventuelle de certaines vitamines.
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I.1. 6. Indices de qualité de la farine infantile

I. 1. 6. 1. Granulométrie des farines

La farine ne doit pas contenir de particules de dimensions supérieures a 500 pum (Treche,
1995). Elle est déterminée par la méthode du tamisage qui consiste a déposer un échantillon
de 50 a 200g de farine au sommet d’un empilement de 7 & 16 tamis dont la dimension des
mailles va décroissant et auquel on applique un mouvement vibratoire manuel ou mécanique
durant 5 a 30 min. Elle est jugée satisfaisante lorsque 97% des particules (en poids) ont un
diametre inférieur & 0,5 mm, et 100% ont un diamétre inférieur a 1 mm (Nutrifaso, 2007).

I. 1. 6. 2. Teneur en eau des farines
Elle est déterminée par la méthode de dessiccation a I’étuve a une température de 100°C d’une
quantité définie de produit jusqu’a 1’obtention d’un poids constant selon la norme NF V03-
707 juillet 2000. Les valeurs atteintes par les farines doivent étre < 8% car traduisant d’une
activité de I’eau (aw) < 0,5 qui est une eau fortement adsorbée par les constituants de I’aliment

et ne participant pas au processus de degradation microbiologique (Nutrifaso, 2007).

I. 1. 6. 3. Consistance
Les bouillies préparées pour étre données aux enfants doivent avoir des caractéristiques
acceptables en termes de consistance et de densité énergétique. En effet, en plus d’étre digeste
pour les enfants, des apports en faibles quantités doivent apporter le plus d’énergie (au moins

100 kcal/100 g) pour couvrir leurs dépenses journalieres (Nutrifaso, 2007).

I. 1. 6. 4. Qualité nutritionnelle de la farine infantile
Les recommandations les plus récentes en termes de teneurs minimales en macro- et
micronutriments dans les farines infantiles destinées aux nourrissons de 6 a 24 mois en

complément du lait maternel sont résumées dans le tableau 1 ci-dessous (Nutrifaso, 2007).




Tableau 1: Composition souhaitable en nutriments pour des farines infantiles destinées aux
nourrissons de 6 a 2 ans en complément du lait maternel (Mouquet et all., 1998).

Teneurs minimales ou maximales pour 100 Kcal

Protéine et acides aminés Minéraux

Protéines brutes........................ <5.5g Sodium............coooeeeenne. >74mg
Histidine...........ooveeiineninnn. <28mg Calcium......................... >125mg
Isoleucine...........c.eeeuveeiiunnnnnnn >67mg Magnésium....................... >19mg
Leucine...........ovvuevueinannnann.. >181mg Fer ..o >4mg
LySine......oovvniieeiieeiieeinn, >120mg Vitamines
Méthioninetcystine................... >66mg Vitamines A..................... S pg
Lipides et acides gras essentiels Vitamine D................... >2.5ug
Lipides Acide .......cccvvveveenin, >2.1g Vitamine C..............oooee. >2.3mg
linoléique Acide .................. >480mg Thiamine......................... >50 ug
linolénique........................ >56mg Acide folique................... >3 Hg

I.1. 6. 5. Qualité bactériologique

Les nourrissons et les jeunes enfants sont trés sensibles aux maladies d’origine alimentaire. Ils
doivent donc recevoir des aliments de tres bonne qualité sanitaire (Nutrifaso, 2007).

Les spécifications microbiologiques recommandées pour les farines infantiles a cuire et
instantanées sont résumeées dans le tableau 2 selon les normes international de codex

alimentarius et national.
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Tableau 2 : Normes applicable aux farines infantiles selon Codex Stan 74-1981 du codex
alimentarius et en Algérie(en nombre de germe par gramme de farine) (Mouquet et all.,
1998).

Germes Farine a cuire Farine instantanées
Bactéries aérobies | < 10° < 10%

mésophiles

Coliformes fécaux <100 <20

Escherichia coli <10 <2

Levures et moisissures <10° Non précisé
Salmonella Absence dans 25 g | Absence dans 25 g

I. 1. 7. Altération biologique de la qualité de la farine

Le nourrisson et le jeune enfant sont trés sensibles aux maladies d'origine alimentaire a celles
d'origine biologique parce qu'elles sont responsables d'une part considérable des maladies
diarrhéiques. S'ils consomment des aliments contaminés, sont susceptibles de contracter des
toxi-infections qui les rendront malades et entraineront souvent leur déecés (Treche, 1995).
Treche montre aussi qu’il y a divers germes pathogénes a 1’origine des maladies diarrhéique
telles qu’Escherichia Coli, Shigella spp., Salmonella spp., Vibrio cholerae O1 et
Campylobacter jejuni, de protozoaires comme Giardia lamblia, Entamoeba histolytica,
Cryptosporidium spp., et de virus entériques comme les rotavirus. En outre, Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens et divers helminthes sont des germes
couramment transmis par la nourriture et qui provoquent des maladies s‘accompagnant
souvent de diarrhées (Treche, 1995).

Les altérations biologiques sont dues aux activités metaboliques de I'écosysteme constitué
par les microorganismes, les arthropodes (acariens, insectes), les petits vertébrés (rongeurs,
oiseaux) et les germes présents initialement au niveau du grain lui-méme (FAO, 1995).

Quelle que soit leur origine, les grains et les produits qui en dérivent apres mouture sont
toujours porteurs d'un grand nombre de microorganismes, bactéries, levures et moisissures,
appartenant a des genres et especes trés divers (FAO, 1982).

La microflore des farines dérive de celle du grain, la mouture exerce un effet sélectif. En effet,
les especes trouvent au niveau du champ, les espéces de stockage seront facilement transmises
a la farine. La contamination peut se faire aussi au moulin, par des espéces qui se développent

dans les résidus de farine séjournant dans les machines (FAO, 1982).
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CHAPITRE 2
BACILLUS CEREUS SENSU LATO




I. 2. 1. Généralité sur Bacillus cereus

Bacillus cereus fut isolé pour la premiere fois par Frankland et Frankland en 1887 au
Royaume Uni, a partir de I’air d’une étable. Cette souche dénommée ATCC 14579 est
considérée comme la souche type de Bacillus cereus (d0 a sa morphologie : cereus (lat) cierge
(Ouhib, 2007).

Bacillus cereus sensu lato est une bactérie ubiquitaire formant des endospores qui adapte a
des habitats trés différents, des environnements thermiques froids aux chauds, couvrant des
sols alpins a tempéré, et des aliments réfrigérés aux aliments déshydratés (Guinebretiére,
2008). Certaines espaces de ce groupe sont pathogenes (Ruilling, 2018).

I. 2. 2. Caractéristique générale de Bacillus cereus :

Bacillus cereus est un bacille de 0,5um par 1,2um a 2,5um par 10um de diametre
(Drobniewski, 1993), a Gram positif, aéro-anaérobie facultative mobile a la présence de
flagelles péritriches (Drobniewski, 1993) a bas pourcentage en G et C (McClure, 2002). 1l
forme des spores résistant aux conditions défavorables du milieu, telles que des températures
élevées, la déshydratation et le rayonnement, et produit diverses toxines qui contaminent
variété d'aliments (Drobniewski, 1993). Ils produisent le catalase (Drobniewski, 1993),
fermentent le glucose, réduisent les nitrates, VVoges Proskauer (+), et hydrolysent la Gélatine
(Zwietring et al., 1996).

Il peut se développer dans une large gamme de température allant de 4 ° C a 48 ° C, a des pH
de 4,9 a 9,3 et supporte des concentrations en NaCl dans le milieu jusqu'a 7% (Sanchez,
2016).

I. 2. 3. Classification et taxonomie de Bacillus cereus :

B. cereus sensu lato est une bactérie particulierement hétérogene qui fait partie du domaine
des bactéries ou eubactéries et du phylum des Firmicutes, a la famille des Bacillaceae, ordre

des Bacillales, classe des Bacilli, genre Bacillus (Dromigny, 2008).

Une étude phylogénétique du groupe B. cereus sensu lato a permis de mettre en évidence
I’existence de 7 groupes phylogénétiques caractérisés par différents domaines de températures

de croissance ou « thermotypes » (Guinebretiére et al., 2008).
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Tableau 3 : Structure phylogénétique du groupe B. cereus et leur principales caractéristiques
(Guinebretiere et al., 2010)

= 2 b
% of strains carrying”;

Phylogenetic 5 e Other Growth temp  No. of tested
A Species Subgroap .
group’ B designation range (°C) strains bl a2 k.1 ahe o
I B. pseudomycoides BC10 I-1 10-43 17 41 0 0 10(F 0
BCI3 I-2 7 86 0
I B. cercus 11, B. thuringiensis 11 BCO6 I 740 31 61 13 0 100 0
Il B. cereus 111, B. thuringiensis BCI2 11I-1 1545 15 67 73 0 100 0
1, B. anthracis (found only BCOS 1I-2 26 12 3l 3
in subgroup 1114) BCOY H1-3 14 H 57 7
BCOS 114 28 4 39 0
v B. cereus IV, B. thuringtensis 1V BCO4 V-1 1045 34 97 7 0 100 0
BCO3 V-2 32 97 97
BCO7 V-3 29 86 74
v B. cereus V, B. thuringiensis V BC11 \' 840 17 88 6 0 100 0
VI B. wethenstephanensis BCO! VI-1 337 93 83 0 0 100 ]
B. mycoides, B. thunngiensis V1 BCO2 VI-2 43 o) 0 100
vl B. cvtoroxicus BC 14 VIl 2050 5 0 0 100 100 0

* The phylogenctic groups to which they belong in the B, cereus group (previously defined in reference 10),

" Distribution of the known food poisoning toxin genes among these groups (data from this study). Results shown in boldface indicate importunt results that are in
contrast with those of other groups,

“Tn group I, 9 strains (rather than 24 strains) were tested for ahe genes.

I. 2. 4. Propriétés et structure des spores de Bacillus cereus :

Les endospores de B. cereus sont de grande préoccupation pour l'industrie alimentaire, car ils
possedent une résistance remarquable, ce qui leur permet de survivre (De Vries et al., 2006).
La structure et la composition chimique de la spore jouent roles majeurs dans la résistance des
spores (Setlow, 2006) grace a la structure tres différente de celle d'une cellule végétative, avec

un certain nombre de caractéristiques et de constituants unique aux spores (cf. Figure 2).

TUNIQUES
MEMEBRANE MEMERANE

INTERNE " e EXTERNE

— CELLULAIRE
GERMINALE

Figure 2: Structure d’une spore (Setlow, 2006).

13




a) Exosporium
C’est une grande structure composé de protéines et glycoprotéines (Setlow, 2006) possede une
épaisseur de 25-40 nm (Henriques et all., 2007). Les rdles de I'exosporium sont multiples. |1
fournit une résistance a des traitements chimiques et enzymatiques. De plus, il améliore les
propriétés d'adhésion des spores aux différentes surfaces comme, il joue un réle dans la
germination (Faille et al., 2007).

a) Les tuniques
Elles sont largement composées de protéines avec des quantités mineures de glucides et de
lipides (Leggett et al., 2012). Elles conférent a la spore une résistance contre les enzymes qui
peuvent dégrader le cortex et autres substances sporocides comme le peroxyde d'hydrogene
(Leggett et al., 2012).

b) La membrane externe
Cette membrane est une structure essentielle dans la formation de la spore, la suppression de
cette membrane chez des spores n'affecterait pas leurs résistances a la chaleur, aux radiations
et a certains agents chimiques (Setlow, 2006).

c) Le cortex
C'est une couche épaisse d'aspect monomorphe, qui représente 10 a 20 % de la spore. Il est
composé de peptidoglycane, durant la germination, le peptidoglycane du cortex est
rapidement dégradé par les enzymes lytiques, présentes dans la spore en dormance (Setlow,
2006).
Le cortex a une importance cruciale dans la maintenance et la déshydratation du cceur de la
spore et également un réle dans la résistance et la dormance (Setlow, 2006).

d) La membrane interne
C’est une membrane phospholipidique qui deviendra la membrane plasmique de la cellule
végetative apres sa germination (Leggett et al., 2012). Elle consiste également une forte
barriére de perméabilité qui joue un rdle majeur dans la résistance des spores a des nombreux
produits chimiques, en particulier ceux qui traversent cette membrane pour endommager
ADN de spores (Setlow, 2006).

e) Le ceeur
Se trouve au centre de la spore .1l contient les enzymes de la spore ainsi que I'ADN, les
ribosomes et les ARNt (Setlow, 2006). Il a une faible teneur en eau qui est le principal
facteur de la dormance enzymatique de la spore et est le facteur le plus important déterminant

la résistance de la spore a la chaleur humide (Setlow, 2006).
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I. 2. 5. Etapes et mécanismes de sporulation de Bacillus cereus
Les spores des especes de Bacille sont formées dans le processus de sporulation et elles sont &
la fois métaboliquement dormant et beaucoup plus résistantes que les cellules de plus en plus
a une variété de facteurs de stress environnementaux (Setlow, 2003).
Le phénomene déclenché par I'épuisement de la ressource nutritive dans un contexte
physicochimique qui peut étre varie d’une espece a autre. En général, une limitation en source
de carbone, d’azote ou plus rarement de phosphore peut induire une entrée en sporulation
(Abbas, 2014). Alors la sporulation est le processus qui conduira a la formation de cette
forme cellulaire de résistance qui s’appuie sur une morphologie unique et remarquable
(Abbas, 2014). Sur la base des observations en microscope électronique, le processus de la
sporulation peut étre divisé en six étapes :
Etape 1
Le matériel nucléaire apparait sous la forme de filament dispose axialement. Le
développement d’un mésosome sporale se produit alors, qui deviendra plus tard associé a la
partie du filament axial qui sera enfermé par le septum de la spore (Setlow, 2003).
Etape 2
La formation du septum de la spore est la conséquence d’un repliage de la membrane
cytoplasmigue (Dromigny, 2008).
Etape 3

La sporulation est caractérisée par le mouvement simultané des secteurs vésiculaires vers le
pole de la cellule et la progression du septum de la spore dans la méme direction. Les résultats
de ce processus sont la formation d’une double membrane de « préspore » qui enferme

complétement I’ADN de la spore (Setlow, 2003).
Etape 4

Elle est caractérisée par I’appariation de matériel cortical entre les composants opposés de la
membrane de la « préspore », I’exosporium apparait dans cette étape. Tardivement, on assiste
au développement du cortex, manifeste par une couche dense aux électrons, et au

développement d’une couche corticale moins dense (Moir, 2006).
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Etape 5

Elle est caractérisée par le fait qu’aucun matériel nucléaire n’est visible dans le nouveau de la
spore, mais des agrégats ribosomaux peuvent étre observés. La membrane interne du septum

initial de la spore est maintenant la membrane limitatrice du noyau de la spore (Setlow, 2003).

Etape 6
Elle correspond a une spore définitive, toujours emballée dans le sporange. Ensuite, la lyse

sporangiale, avec libération d’une spore libre, est un pocessus lent (Dromigny, 2008).

I. 2. 6. Etapes et mécanismes de germination de Bacillus cereus
La germination est un processus essentiellement biophysique aboutissant a la perte des
propriétés spécifiques des spores telles que leur structure unique, leur extréme résistance et
leur dormance. Elle se produit sans nécessité de synthese de nouvelles macromolécules car
I’appareil de germination est déja présent dans la spore mature en dormance (Moir, 2006). La
germination peut étre divisée en deux grandes étapes :
- la premiere est appelée le déclenchement, elle est détectée des les premiéres minutes apres
I’addition du germinant et consiste en la perte des résistances de la spore, la libération du
DPA, la perte des cations ainsi que I’hydratation partielle du ceeur de la spore (Setlow, 2003).
- la seconde étape correspond a I’hydrolyse du cortex, a I’hydratation compléte du cceur de la
spore, et une nouvelle perte de résistance a la chaleur, puis excroissance. Un certain nombre
de méthodes ont été utilisé pour surveiller la germination des spores bactériennes, y compris,
mesures de densité optique, libération de DPA et imagerie de cellules vivantes (Setlow,
2017).

I. 2. 7. Thermoreésistance des spores de Bacillus cereus :

La résistance a la chaleur des spores a été attribuée a son architecture unique et sa
composition. En particulier, la déshydratation relative du noyau de spores en raison de sa
haute teneur et de I'acide dipicolinique (DPA) qui a été identifié comme étant le facteur le plus
important de résistance a la chaleur (Moir et al., 2002; Margosch et al., 2004).

La thermorésistance est décrite par la mesure de la valeur D appelé le temps de la réduction
decimale, ou temps (en général exprimé en minutes) nécessaire a une température donnée

pour réduire la concentration du germe au 1/10° de sa valeur initiale. La valeur Z est
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I’élévation (ou I’abaissement) de température qui permet de réduire (ou multiplier) D au 1/10°
de sa valeur initiale ou par 10) (Dromigny, 2008).

Les conditions environnementales lors de la production des spores de B. cereus, peuvent
également influencer leur thermo-résistance. Par exemple des spores produites a basse
température sont moins résistantes que des spores produites a 30 °C (Planchon et al., 2011),
tandis que les spores produites en anaérobioses sont plus résistantes (Abbas , 2014).

I. 2. 8. Pouvoir pathogene de Bacillus cereus

Bacillus cereus consiste comme un pathogene d'origine alimentaire attribué comme agent
causal de nombreux cas d'intoxication alimentaire (Ziane et al., 2019). En plus, elle peut
provoquer des infections systémiques et locales, y compris bactériémie fulminante, méningite,
abcés cérébral, endophtalmie, pneumonie et gangrene gazeuse (infections cutanées) (Siele,
2011).

Bacillus cereus a la capacité de produire différents toxines qui affectent la santé humaine
lorsqu'elles sont consommeées un aliment contaminé par le micro-organisme a des doses de
10° & 108 cellules par gramme d'aliment (Sanchez, 2016). Ils sont impliqués dans deux

syndromes (Augusto, 2018).

> Le syndrome diarrhéique :

La production d’entérotoxines diarrhéiques a lieu en phase stationnaire de croissance
généralement avec une population par gramme d’aliment comprise entre 107 et 108 (AKaKi,
2008). Elle se produit au cours de la multiplication des bactéries sur les intestins. Au moins
trois toxines sont impliquées en cas de syndrome diarrhéique: hémolysine BL (HBL), non
entérotoxine hémolytique (Nhe) et cytotoxine k (CytK) (Sanchez, 2016). Chez quelques
patients, surtout les adolescents ou jeune adultes, peuvent ressentir une douleur abdominale.
Par ailleurs, on observe des formes longues, avec 2 a 10 jours de diarrhée (Dromigny, 2008).
Le syndrome diarrhéique est caractérisé par la survenue de diarrhée, de crampes et de
vomissements, qui commence apres 6 a 15 heures apres la consommation de nourriture
(Dromigny, 2008).

> Le syndrome émétique : causé par la toxine céreulide préformée dans les aliments

(Heini, 2018). produite dans des conditions aérobies ou microaérophile (Sanchez, 2016).
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Le syndrome émétique est caractérise par des symptomes de vomissements et attribué a la
consommation d'aliments contaminés par la toxine dodécadepsipeptide cereulide sécrétée par
les souches de B. cereus émeétique (Yunyi, 2017).
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1. 1. MATERIELS ET
METHODES




Cette partie a éte réalisée au laboratoire pédagogique de microbiologie du centre universitaire

d’Ain Témouchent.
Il. 1. 1. Origine des isolats de B. cereus sensu lato

Les isolats ont été obtenus de laboratoires de 1’université de Bechar. Les isolats étaient isolés
a partir de la farine infantile vendue dans la ville de Béchar.

1. 1. 2. Confirmation de la pureté des isolats
Pour confirmer la pureté des souches isolées, nous somme basée sur I’observation
macroscopique de 1’aspect des colonies puis par observation microscopique des cellules apres

coloration du Gram et la recherche de catalase.
Il. 1. 3. Préparation de la suspension sporale

La préparation des suspensions de spores de B. cereus sensu lato a été réalisée suivant la
procédure de Ziane et al. (2014).Tout d’abord, une pré-culture de 24 h a 37°C était préparer a
partir de bouillon cceur-cerveau (BHI) (Annexel) pour 12 isolats de B. cereus sensu lato.
Ensuite, Un volume de 0,5 mL de la pré-culture était étalé sur la surface du milieu nutritif
gélosé en boites de Pétri et supplémenté par 40mg/L de MnSO4 et100mg/L de CaCls. Puis, les
boites ensemencées étaient incubées a 30°C pendant 5 jours, une période indispensable pour
la sporulation de la population bactérienne. Aprés incubation, la surface des boites était raclée
a I’aide d’une spatule stérile pour récolter les spores de B. cereus sp. Les spores récupérées
étaient mises en suspension dans de I’eau distillée stérile. La suspension des spores était lavée
trois fois a ’eau distillée stérile et centrifugée a 5000 g pendant 15 min. Le culot récupéré
apres le lavage était repris par un mélange eau/éthanol (v /v) puis placé a 4° C pendant 12h
afin d’éliminer les formes végétatives. Le mélange était centrifugé a 5000g pendant 15min.
Puis, le culot final était récupéré dans un volume minimum d’eau distillée stérile de fagon a
avoir une forte concentration en spores environ 8 log. La concentration des spores était
estimée par dénombrement sur milieu nutritif gélosé et maintenu a 4°C pendant deux mois

avant traitement thermique (Ziane et al., 2014).

18




Il. 1. 4. Traitement thermique des spores

Le traitement des spores était effectué dans des tubes a essais, a partir du stock de spores de
B.cereus conservé a 4°C. Un volume de 10 pl était réparti dans des tubes a essais puis
apportés au bain marie a différentes températures (90°C, 95°C et 98°C).

Apres le traitement thermique, ils étaient retirés a des intervalles de temps puis refroidis
instantanément dans un bain d'eau glacée pendant 30 secondes.

Le contenu de tubes a été additionné a 9 mL de I’eau distillée stérile. Ensuite, des dilutions
décimales successives étaient realisées dans le méme diluant. L’eau distillée a été utilisé a
cause de non disponibilité¢ de TSE et/ou de I’eau physiologique.

Enfin, 0,5 mL de 3 derniéres dilutions étaient ensemencées en masse sur milieu nutritive

geélosé puis incubé a 37°C pendant 24 heures.

Il. 1. 5. Dénombrement des spores suivantes

Le dénombrement était effectué sur compteur de colonies suivant la formule la
formule de la norme AFNOR, (1995) :

> C
V (n+ 0,1n2) d

ou :

C est le nombre des colonies comptées sur une boite retenue des dilutions effectuees ;
V est le volume de I"inoculum applique a chaque boite, en millilitres;

n: est le nombre des boites retenues a la premiere dilution;

n2 est le nombre des boites retenues a la seconde dilution;

d est le taux de dilution correspondant a la premiere dilution retenue.

Les résultats du dénombrement sont exprimés en UFC par mL.

Il. 1. 6. Détermination de parametres de thermo-résistance de B.cereus
Dans cette étude, le modéle de Weibull non linéaire adapté par Mafart et al. (2002) a
été utilisé. Les parameétres estimés de ce modéle (équation 1) ont été utilisées pour quantifier

la thermorésistance des souches :
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t p
log N = log No_[gj ............................................................ Eq 1

No représente le nombre initial de cellules, N le nombre de cellules au temps t, & le paramétre
d'échelle représente le premier temps nécessaire a détruire 90 % de la population initiale, p
paramétre de forme renseigne sur la courbure de la cinétique. Si p>1 : la courbe est concave,

si p<1: la courbe est convexe et si p=1 la courbe est linéaire.

Cette équation a été approuvée par I'Institute of Food Technology »(IFT) au deuxiéme
sommet sur la recherche en Janvier 2003 (Heldman & Newsome, 2003).

Par ailleurs, l'influence de la température sur la résistance a la chaleur bactérienne a
été quantifiee par le paramétre de sensibilité classique Zt montré dans I'équation 2 (Bigelow,
1921):

logo =logo*— T— ...................................................... Eq 2
Ly

Z7 correspond a I’¢élévation de la température qui permet de diviser la valeur de & par 10

T : Température étudiée ;

T* : Température de référence notée 121.1°C ;

o * . la durée de traitement thermique a la température de référence 121.1°C permettant une

réduction décimale de la population microbienne.
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Il. 2. RESULTATS ET
DISCISSIONS




I1. 2. Résultats et discussions

Apreés vérification de la pureté des isolats recueillis (Figure 3), la thermo résistance de
12 souches de B. cereus a été étudiée a différentes températures de 90, 95 et 98°C. Les
cinétiques ont été tracées par dénombrement (UFC) de spores survivantes (cf. figure 4) a
différents temps de traitement versus le temps (minutes).

Figure 3: Observation microscopique des cellules de Bacillus spp apreés la coloration de Gram
pour I’isolat S1 (100 x 10) (Original).

Figure 4: Culture de déenombrement de spores de B.cereus S1 de 03 dernier diluants
successifs 10°; 10*; 10 (Original).

Les cinétiques de destruction ont été ajustées par la régression non linéaire a I’aide de
I’équation 1. Les cinétiques sont illustrées sur la figure 5 et I’annexe 4. Ils sont tous convexe
(P>1) caractérisée par une chute rapide de la population de spores plus sensible au traitement
suivi par un trainé d’une autre population plus thermorésistante. Le coefficient de

détermination R? est bonne comprise entre 0.998 et 0,999.
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Figure 5: Evolution de log N (UFC.mL™) en fonction du temps de traitement thermique pour
Bacillus cereus S1.

Ces cinétiques sont semblables a celles obtenus par Ziane et al. (2014) ; Ziane et al. (2016).

D’autres formes de cinétiques (concave et linaire) ont été montrées également par les mémes
auteurs. Ce forme de cinétique peut €tre du a la présence de deux population de spores ['une
thermosensible et 1’autre thermorésistante. Il peut étre également du a la présence des forme

vegétative dans le stock de spore.

Par ailleurs, les valeurs de la themorésistance sont illustrées sur le tableau 4. Les valeurs de 6
sont inversement proportionnelles a la température du traitement. Les résultats ont montré
¢galement que les valeurs de 6 sont dépendantes de l’isolat. Les isolats S2, S4 et S5 ont
montré des valeurs élevées par rapport aux autres deux souches quelle que soit la température
testée. Dans cette étude, les valeurs de & sont plus élevées que celle montré par Mazas et al.
(1999). Ces auteurs ont montré que les valeurs de dgo°c €taient comprises entre 3,123- 4,753
min. Cependant ces valeurs sont beaucoup plus faibles par rapport aux valeurs montrées par
par Montville et al. (2005) et Berendsen (2006). Par ailleurs, Janstova et Lukasova (2001)
ont montré des valeurs de 6 concorde avec la thermorésistance de I’isolat. Par ailleurs, les
valeurs dgsec entre 1,927-2,639 min, la souche 4 (S4) est la plus thermo-résistances et la
souche 1 (S1) est la plus thermosensible pour dgoc et dosec que les autres souches. Quant aux
valeurs Oggec étaient comprises entre 1,338-2,117 min, la souche 2 (S2) la plus thermo-

résistances et la souche 1 (S1) est la plus thermosensible par rapport les autres souches.
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Tableau 4 : Paramétres de thermo-résistances de B. cereus de la farine infantile.

Souche

S
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12

T°C
P 0.66 0.76 | 0.84 | 0.83 | 0.81 | 0.51 | 1.07 | 0.81 | 0.71 | 0.75 | 0.63 | 0.66
Dgoec 2.1 308 | 3,78 | 441 | 449 | 0,78 | 493 | 3.67 | 6.85 | 3.26 | 2.31 | 2.58
Dgsec 1.04 165 | 262 | 22 | 212 | 043 | 342 | 200 | 1.80 | 1.64 | 1.76 | 0.72

Dgg-c 0.70 163 | 207 | 150 | 203 | 0.33 | 3.10 | 1.92 1
Z1c 16.8 2735 | 306 | 181 | 22.0 | 20.8 | 38.7 | 27.1 | 28.6 | 16.6 | 42.5 | 9.03
R? 1 0.937 1 1 0.94 | 0.99 | 0.98 | 0.95 1 0.94 1 1

Dans notre étude le parametre p est inferieure a 1, les courbe sont de forme convexe
pour tout les souches de B.cereus testées (Figure 6) qui est expliqué la présence de forme
végetative dans la suspension.

Les valeurs de la thermosensiblité varie entre 16,6 et 42,5°C. Ces résultats sont concordance
aux valeurs Zr- rapportées par Janstova et Lukasova (2001). Cependant, ces valeurs sont
élevées par rapport a valeurs montrées par Ziane et al. (2016) et Luu-Thi et al. (2014).
D’apres les résultats obtenus la thermo-resistance des spores de B.cereus varie en fonction des
souches et les conditions environnementales considérées dans cette étude (temps et

température).

Tenant compte les résultats de la thermorésistance et des données exemple des
instructions donnés par le fabricant d’une marque a consommation nationale dont la
température de 1’eau utilisé pour la préparation est de 45°C. Les paramétres de la
thermorésistance estimés a ’aide de 1’équation 2 a cette température, qui a donné des valeurs
comprise entre 10,5 et 13,02°C. A cet effet, les concentrations de B. cereus estimées aprés la
préparation de repas, tenant compte une concentration initial de Uniform(20 ;12000cellules)
(résultats d’une autre étude antérieur) et le temps d’exposition a la température de préparation
(2min;6min;8min)), le nouveau-né est exposé a une valeur moyens de 6503 cellules, si le

repas est consomme directement.

23




5.0 4

\

logD

020 \ 080

Figure 6: Sensibilité au traitement thermique des différentes souches de Bacillus Cereus

-50 -

température °C

24




S

CONCLUSION




Conclusion

L’objectif principal de ce travail était d’étudier la thermorésistance de Bacillus cereus
sensu lato isolée de la farine infantile. A cet effet, la thermorésistance des spores de B. cereus
de 12 souches était testée a différentes températures (90°C, 95°C et 98°C). Les résultats ont
montré des valeurs de temps de réduction décimale dépendante de I’isolat dont les valeurs de
dgocc comprise entre 3,123 et 4,753 min avec des valeurs de sensibilité (Zr-c). Ces résultats
présentent un intérét primordial dans le contréle de comportement de ce pathogene dans un
produit destiné a une tranche de consommateurs trop sensible « nouveau-né et enfants».

Ce travail confirme qu’il est essentiel de s'assurer de la qualité des matieéres premicres, des
bonnes pratiques de fabrication et d’hygiene, des températures de distribution et de stockage
pour obtenir des produits finis qui soient microbiologiquement stables et salubres.

Des recommandations peuvent étre etablit : (1) Hygiénes dans la cuisine, (2) utiliser
une température entre 50 et 80°C, (3) préparer une quantité pour un seul repas et (4)
minimiser le temps de 1’attente et de conservation.

Comme perspective a ce travail, les isolats de spores de Bacillus spp doit étre
identifiée par le séquencage de géne d’ARNr 16S. Si I’identification a montré la présence de
I’espéce cereus, une deuxieme affiliation moléculaire basée sur le gene panC sera

effectué.

Deuxiéme perspective, est la validation de la thermoreésistance de ces isolats dans le
repas de la farine infantile ainsi que leur croissance dans les différentes conditions
environnementales. Au terme de ces résultats envisagés, une évaluation de 1’exposition de B.

cereus liée a la consommation de la farine infantile.
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ANNEXES




Annexe 01 : les milieux de culture

1. BHI: (Brain Heart Infusion agar)

Pour 1 litre de milieu :

- Extrait coeur-cervelle ... 1759
- Peptone pancréatique de gelatine ...........cccooevvevne e nnne e 10,0 ¢
- Chlorure de SOiUm........cccoviiiiiiie e 500
- Phosphate diSOTIQUE .........ccuiieiiieieicci e 2590
= GIUCOSE. ..ot et e 200
- Agar agar bactériologique..........cccovvieieereieeee e 1509

pH du milieu prét-a-I’emploi a 25°C : 7,4 £ 0,2.

Préparation :

- Mettre en suspension 52,0 g de milieu déshydraté (BK029) dans 1 litre d’eau
distillée ou Déminéralisée.

- Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et I’y maintenir
durant le temps nécessaire a sa dissolution.

- Répartir en tubes ou en flacons.

- Stériliser a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

2. Gélose nutritif:

=T 01 (0] USRS 10g/1
Extrait de viande ..........ccccooeeieviiieinece e 15¢/1
Extrait de leVUre ..o 29/1
Sodium chloride .......coovevvieiece e 5¢/1
YL T | SO R 15¢/1
ED it e 1L
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Annexe 02 : Coloration de gram

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

bactérienne, et d'utiliser ces propriétés pour distinguer et classifier les bactéries.

1. Préparation du frottis :

- Sur une lame, déposer une goutte d'eau stérile ;

- Ajouter une suspension d’une culture jeune a I’aide de I’anse de platine ;

- Secher la lame aprés la fixation par la flamme bleue de bec bensen (passer 3

fois rapidement) et laisser refroidir.

2. Coloration
Principe :
Cette coloration est une coloration complexe qui permet de différencier les bactéries
d'apres leur forme et leur affinité pour les colorants.
La coloration permet de distinguer les bactéries GRAM + des GRAM — grace a leurs
différences de nature de paroi. Les bacteries a Gram négatif ont une paroi plus fine et
riche en lipides, alors que les bactéries Gram positifs ont une paroi epaisse et pauvre

en lipide.

Réalisation de la coloration :

1- Lacoloration par violet de gentiane (cristal violet) et laisser agir pendant 1min
apres rincer a ’eau distillé ;

2- Verser le lugol pour fixer le colorant pendant 1min puis rincer a 1’eau
distillee ;

3- Verser I’alcool pour décolorer la préparation aprés rincer a I’eau distillé
pendant 30 secondes ;

4- Contre coloration a la Fuschine ou de la Safranine, laisser agir de 30 secondes
a Imin et laver doucement a 1’eau distillé aprés sécher la lame a ’aire ;

5- Observer au microscope optique a I’objectif x100 a immersion.

Une coloration rose indique que les bactéries sont Gram négatives, et une coloration

violette qu’elles sont Gram positive.
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Annexe 03 : Test de catalase

1. Intérét

La recherche de la catalase présente un intérét taxonomique pour I’identification
d’une souche pure bactérienne en ce qui concerne les bactéries a Gram +

2. Principe

La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogene
(H20) :

Le test consiste a mettre des bactéries en quantité suffisante en contact de peroxyde
d’hydrogéne (H202). Si elles possedent la catalase, elles dégradent le peroxyde
d’hydrogene en eau et dioxygeéne visible par la formation de bulles.

3. Technique :

- déposer sur une lame une goutte d’eau oxygénée (= peroxyde d’hydrogene) a ’aide
d’une pipette Pasteur

-prélever une colonie a ’aide de ’anse

-dissocier la colonie dans la goutte
4. Lecture :

Bulles d’oxygéne : La bactérie posséde la catalase, elle est dite : Catalase +

Pas de bulle : La bactérie ne posséde pas la catalase, elle est dite : Catalase —
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Annexe 4 : Cinétiques de destruction de 12 isolats de B.cereus (original)
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Résumé :

Bacillus cereus est une bactérie sporulée ubiquitaire reconnue comme un agent causal des
maladies d’origine alimentaire, notamment, 1ié aux produits alimentaires déshydratés comme
la farine infantile destinée a une tranche d’age trop sensible. Les spores, généralement
produites en condition de carence nutritionnelle, sont extrémement résistantes ce qui leur
permet de persister dans son environnement.

Dans ce travail, 12 souches de B. cereus a été étudié pour évaluer leur thermo-résistance. Les
résultats montrent la thermo-résistance des isolats est dépendante d’une souche a une autre
suivi d’une cinétique convexe (P<1). En effet, les valeurs de dt°c des isolats obtenus varient
entre 3,123- 4,753 min a 90°C, entre 1,927-2,639 min a 95°C et entre 1,338-2,117 min a
98°C. Par ailleurs, les valeurs Zv-c varient de 19,74 a 34,31°C. Ce travail a permis de definir
les parametres importants pour maitriser le risque contamination alimentaire par B. cereus.

Mots clés : B. cereus, farine infantile, thermo-résistance, spores.

Abstract

Bacillus cereus is a ubiquitous spore-forming bacterium recognized as a causative agent of
food-borne illnesses, in particular, linked to dehydrated food products such as infant meal
intended for an overly sensitive age group. The spores, generally produced in a nutritional
deficiency condition, are extremely resistant which allows them to persist in the environment.

In this work, 12 strains of B. cereus were studied to assess their heat resistance. The results
show the heat resistance of the isolates is dependent on one strain to another followed by a
convex kinetics (P <1). Indeed, the values dt-c of the isolates obtained vary between 3.123-
4.753 min at 90 ° C, between 1.927-2.639 min at 95 ° C and between 1.338-2.117 min at 98 °
C. In addition, the Zr-c values vary from 19.74 to 34.31 ° C. This work made it possible to
define the important parameters to limit the risk of food contamination by B. cereus.

Key words: B. cereus, infant flour, heat resistance, spores.
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