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Résumé

Le lait est généralement considéré comme la source de la plupart des nutriments pour le corps humaine,
qu’il soit nant ou adulte

Il est utilisé dans de nombreuses recettes de cuisine et en industries alimentaires

Et de 1a, ¢’est un aliment sensible donc favorable a la croissance de nombreux micro-organismes, ce qui
constitue un réel probleme pour la santé humaine

Nos travaux se sont concentrés sur I’étude de 1’estimation de la propagation de la bactérie Bacillus cereus
dans le lait pasteurisé pendant toutes les étapes (de la ferme a la table)

Les résultats ont montré que la concentration élevé de bactéries est fortement présente dans la matiére
premiére et lors du transfert du produit sur le marché avec une variation dans le reste des résultats, due au
non-respect des conditions appropriées de travail, conditions d’hygiéne ou climatiques.

Finalement, le respect des conditions telle que la température, le temps nécessaire au transport garantit la
qualité et la securité du produit

Mots clé : Lait pasteurisé, Bacillus cereus, estimation

Abstract

Milk is generally considered the source of most nutrients for the human body weather a child or an adult.
It is used in many food industries and home recipies.

That’s why it is a sensitive food and a suitable medium for the growth of many microorganisms, which
constitute a real problem for human health.

Our work focused on studying the estimation of the speared of bacteria Bacillus cereus in pasteurized
milk through all stages (from the farm to kitchen table)

Results showed that the high concentration of bacteria is greatly in the raw material and during the
transfer of the product to the market with variation in the rest of the results due to the absence of respect
for the appropriate work conditions, hygiene conditions or climatic condition

Hence, respecting the conditions represented in the temperature and the time required for transportation
guarantees the quality and security off the product

Key word: Pasteurized milk, bacillus cereus, estimation
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Introduction

Le lait est le premier aliment de I’homme. Il est riche en nutriment et essentiel a la
nutrition notamment humaine. L’Algérie est le premier consommateur du lait en Maghreb
avec une consommation prés de 3 milliards de litres par an (KIRAT, 2007). Les algériens
consomment plus que la moyenne mondiale en matiére de lait. En effet, ’Office national
interprofessionnel du lait (ONIL) a fait savoir que, la consommation annuelle des algeriens de
ce produit est estimée a 145 litres par an, alors que, la moyenne mondiale fixée par la FAO est
de 90 litres/an par citoyen.

La production nationale étant limitée a 2,2 milliards de litres, dont 1,6 milliard de lait
cru. C’est donc prés d’un milliard de litres de lait qui est ainsi importé chaque année,
majoritairement sous forme de poudre de lait. Chaque année, 1’Algérie importe 60% de sa
consommation de lait en poudre, et la croissance annuelle moyenne du marché algérien des
produits laitiers est estimée a 20%. Il est recensé en Algérie, 19 laiteries publiques et 52
laiteries privées avec environ 190 000 exploitations laitieres, dont 80% sont familiales
(TRANSACTION D'ALGIE, 2010).

A Dinstar des autres wilayas de 1’Algérie, Ain Témouchent est I’un de région plus
consommateurs du lait avec un moyen situe entre 11 et 18 mille litres par jour (Direction de
commerce Ain Témouchnet, 10/02/2020). La plus grande partie de la production laitiére
d’Ain Témouchent est basé sur le secteur privé. Environ 4 unités de fabrication du lait

pasteurisé.

Egalement le lait est considéeré comme un milieu favorable a la croissance de
microorganismes. Tenant compte (1) I’origine de la matiére premiere souvent utilisé « lait en
poudre » qui a subi déja un traitement thermique (2) le traitement thermique appliqué durant
la pasteurisation du lait (3) et la nature de produit dont les conditions environnementales est
aérobie (4) caractere ubiquitaire de bactéries aérobies sporulées et (5) sa thermorésistance, ces
bactéries prouvent étre présent dans le lait pasteurisé au moment de sa consommation. Parmi
ces bactéries, les B. cereus sont connu de son pouvoir toxinogéne (production de toxines
émétiques et diarrheiques). En effet, plusieurs chercheurs ont reporté la présence de ces
bactéries dans le lait consommé en Algérie (Malek et al., 2013 ; Ziane et al., 2016 ;

Benamara et al., 2016).

A cet effet, ’objectif général de cette étude est d’évaluer la concentration de B. cereus

dans le lait pasteurise au moment de la consommation.
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Our atteindre nos objectifs, nous avons partagé notre travail en deux partie :

- Premicére partie est consacré a 1’étude bibliographique qui représente des
généralités sur le lait pasteurisé et le groupe B. cereus ;
- Deuxiéme partie décrivait la méthodologie de 1’estimation de la concentration de

B. cereus au moment de la consommation ainsi que les principaux résultats.



|. Synthese bibliographique



Synthése bibliographiques

I. 1. Généralité sur le lait
I. 1. 1. Définition du lait

Selon Aboutayeb (2009), le lait est un liquide blanc, opaque, de saveur légérement
sucrée, constituant un aliment complet et équilibre, sécrété par les glandes mammaires de la
femme et par celles des mammiféres femelles pour la nutrition des jeunes.

Le lait a été défini en 1908, au cours du Congres International de la Répression des
Fraudes a Geneve comme étant : « Le produit intégral de la traite totale et ininterrompue
d’une femelle laitiére bien portante, bien nourrie et non surmenée. Le lait doit étre recueilli
proprement et ne doit pas contenir de colostrum» (ALAIS; 1975).

Le Codex Alimentarius en 1999, le définit comme étant la sécrétion mammaire
normale d’animaux de traite obtenue a partir d’une ou plusieurs traites, sans rien y ajouter ou
en soustraire, destiné a la consommation comme lait liquide ou a un traitement ultérieur. Le
lait son indication désigne le lait de vache. C’est le lait produit par la vache dés la naissance
de son veau pour le nourrir. Il est trés utilisé en alimentation humaine transformé ou non, et
forme la principale matiére premiére de l'industrie laitiére.

1.1.2. Consommation du lait en Algérien

Selon Srairi (2008), le lait est retenu par les pouvoirs publics comme une source
principale des protéines animales des populations dans les pays du Maghreb (Algérie, Maroc
et Tunisie). En Algérie, avec ’augmentation de la demande influencée par le développement
démographique, 1’état se tourne vers I’importation (Bourbouze et al., 1989; Mezani, 2000).
En outre, vu sa richesse en éléments nutritifs, le lait représente 65,5% des protéines animales,
supérieure a celles de la viande 22,4% et les ceufs 12,1%, ainsi un gramme de protéine obtenu
a partir du lait, codte huit fois moins cher que la méme quantité obtenue de la viande
(AMELLAL ; 1995), ce qui favorise 1’augmentation de la consommation qui est jugée de
110 kg/an (Ferrah ; 2000 ; DILMI ; 2008), I’évolution de cette consommation a bondi de
90litres a 115litres (Bourbouze ; 2001), cette forte consommation est plus élevée que celle de
la Tunisie qui est de 80kg (Khaldi et Naili ; 2001) et celle du Maroc 32kg (Arraba et al,
2001), elle reste trés éloignée de celle de la France ou elle est estimée de 400L/habitant/an
(Boumghar, 2000).

1.1.3 Importations du lait et des produits laitiers en Algérie

L’Algérie est considérée comme étant le deuxiéme importateur du lait et produits
laitiers apres le Mexique et avant I’Egypte, les importations du lait ont relativement progressé
durant la période 2000 a 2006. Elles sont passées de 121661 a 250098 tonnes, la moyenne

annuelle de la facture de la production du lait durant cette période est estimée de 511 Millions
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d’unit¢ D’USD (DJEBBARA ; 2001), la part des importations du lait est estimée de 25% du
total des importations des produits alimentaires des pays avec une facture de 2.5 Milliard de

dollars, apres les céréales avec 40% soit 1milliard de dollars (Bencharif, 2001).

o Lait

# Cereale

" Sucrerie

# Hulle/corpgras

" Autres

Figure N°1 : Structure des importations alimentaires Algériennes %(Bencharie, 2001)

1.1.4. Les contraintes d’élevage bovin

L’¢élevage bovin est un indicateur important dans I’économie algérienne, car il est la source
qui couvre les besoins nationaux en protéines animales et valorise la main d’ceuvre employée
en milieu rural, cependant il est influencé par de multitudes contraintes qui dépendent
principalement de 1’environnement, matériel animal (Mouffok, 2007).

1.1.5. Types du lait

En fonction de la composition et la technologie appliquée, le lait peut etre catégorie en
plusieurs types (Jeantet et al., 2008).
1.1.5.1 Laitcru:

Le lait cru désigne un lait animal brut, qui n'a pas subi de pasteurisation, de
stérilisation, de thermisation, de microfiltration, d'ultrafiltration. Un lait cru n'a jamais excédé
la température de 40 degrés Celsius, c'est-a-dire proche de la température du corps de I'animal
(Codex alimentarius, 2001).
1.1.5.2. Laits commercialisés :
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Le terme “Laits de consommation” désigne les différentes catégories de laits vendus a
I’état liquide. Ces laits sont présentés obligatoirement en emballages fermés jusqu’a la remise
au consommateur (CNERNA, 1981).
1.1.5.3. Lait pasteurisé :

Le lait pasteurisé, fabriqué a partir de lait cru ou de lait reconstitué, écrémé ou non, est
un lait qui a subi un traitement thermique (pasteurisation) qui détruit plus de 90 % de la flore
(jusqu’a 98 %) contenue dans le lait (notamment tous les germes pathogénes non sporulés,
tels que les germes de la tuberculose et de la brucellose) (Christian, 2001).
1.1.5.4. Le lait micro filtré :

Il n'est pas chauffé mais subit a une filtration a travers de trés fines membranes qui
retiennent les bactéries et micro-organismes. Il se conserve plus longtemps que le lait
pasteurisé dans le réfrigérateur et son godt (une quinzaine de jours) est assez proche de celui
du lait cru. Cette technique, mise au point en 2014, a été brevetée par I'Institut national de la
recherche agronomique (Inra).
1.1.5.5. Lait stérilisé :

Selon le procédé de steérilisation, on distingue le lait stérilisé et le lait stérilise UHT
(Leseur et Melik, 1999). Ces laits doivent étre stables jusqu’a la date limite de
consommation.
1.1.5.5.1 Lait stérilisé :

C’est un lait conditionné et stérilisé a 100 -120°C pendant une vingtaine de minutes.
1.1.5.5.2 Lait stérilisé UHT :

C’est un lait traité a 135-150°C pendant 2.5 secondes environ (Leseur et Melik,

1999).
1.1.5.6 Lait concentré :

C'est le produit provenant de la concentration du lait propre a la consommation. La
concentration du lait peut se faire avec ou sans addition de sucre (JORADP n, 2001). Leur
teneur en eau est de 24% environ, les constituants ont une concentration proche du triple de
celle du lait, la teneur en saccharose atteint plus de 40% (Vierling, 2003)
1.1.5.7 Lait aromatisé :

Vierling (1999) rappelle que cette dénomination est réservée aux boissons stérilisées
préparées a 1’avance, constituées exclusivement de lait écrémé ou non , sucré ou non,
additionné des colorants généralement autorisés et de substances aromatiques naturelles qui
peuvent étre renforcées artificiellement : abricot , ananas, fraise, prune, cerise, framboise. Les

laits aromatisés peuvent avoir subi 1’addition d’agar-agar, alginates, carraghénanes et pectines
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comme stabilisants. Les laits aromatisés sont généralement obtenus par stérilisation en
récipients ou par stérilisation UHT. Ce sont tous des laits stérilisés auxquels on a ajouté des
arbmes autorisés (notamment cacao, vanille, fraise) (Leseur et Melik, 1999).

1.1.5.8 Lait fermente :

D’apres Fredot (2006), la dénomination lait fermenté est réservée au produit laitier
préparé avec des laits écrémés ou non ou des laits concentrés ou en poudre écrémés ou non
sous forme liquide, concentré ou en poudre. Le lait subit alors un traitement thermique au
moins équivalent a la pasteurisation et est ensemencé avec des microorganismes
caractéristiques de chaque produit.
1.1.5.9 Lait en poudre :

Selon la loi sur les aliments et drogues du Canada, les poudres de lait sont des produits
résultants de I’enlévement partiel de I’eau du lait. On répartit les poudres en trois groupes : La
poudre de lait entier, la poudre de lait partiellement écrémé et la poudre de lait écrémé
(Claude et al., 2002).

TableauN°®1 : Composition de lait en poudre (Yom/m) (FAO.2010)

Composants Lait entier Lait particulierement écrémé  Lait écrémé
Minimum 26 >15

Maximum <40 <26 1.5

Eau maximum 5 5 5

1.1.6 Laits standardisés Aprés transformation :
Dans la pratique, tous les laits de grande consommation sont d'abord pasteurisés et
écrémes puis ramenés a la valeur standard minimum de matiéres grasses par ajout de creme et

homogénéisés.

1.1.7 La fabrication du lait pasteurisé :
La technologie du lait pasteurisé est simple sa production et surtout sa
commercialisation doivent respecter des normes précises pour éviter toute detérioration et tout

risque pour le consommateur. (M'boya et al ., 2001).
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1.1.7.1. Le procédé de la pasteurisation :

La pasteurisation est un procédé consistant a chauffer du lait cru pendant quelques
minutes ou secondes a une température la plus basse possible, entre 63 et 95° C (Tableau),
puis a le refroidir a 4°C de maniére a détruire les germes nocifs qui pourraient étre présents
dans le lait, et réduire le nombre de microorganismes nullement dangereux pour la santé
(Ould Mustapha et al., 2012). Pour que le lait soit pasteurisé, il doit &tre soumis.

e Soit a une température de 63° C pendant une durée de 30 minutes a basse température
cette pasteurisation est presque abandonnée.
e Soit a une température de 85° C pendant une durée de 15-20 secondes

(HTST/température moyenne).

e Soit encore instantanément a une température de 95° C HTST Haute température.

(arrété ; 1993). Ce type de pasteurisation haute température courte durée, est tres

répandu ces derniéres années.

Tableau N°2 les différents baremes de pasteurisation. (Meunier-Goddik et Sandra, 2002).

+Température (°C) | Temps
63 30 min
72 15s
89 1s

90 05s
94 0.1s
96 0.05s
100 0.01s
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Figure N°2 : Diagramme de production du lait pasteurisé.

Tableau N°3 : Durée de vie du lait en fonction des traitements thermiques (Vandercammen,
2011).

Type de traitement thermique Caractéristiques

Lait cru Pas de chauffage a plus de 40C° Il se conserve 48H avant

I’ouverture réfrigérateur

Lait pasteurisé Chauffé a une T° inferieure de 100C° Il se conserve 7 jours au
Puis refroidi rapidement réfrigérateur avant I’ouverture
Lait UHT Chouffé a une température entre Duré de conservation +/-4

130C° et 150C°pendant 2s secondes mois a T° ambiante

lait stérilisé Chouffé a une T° entre 100C° ET +/-6 moisa T° ambiante
115C° pendant 20minutes

Lait en poudre La déshydratation qui permet en 2ansa T° ambiante

réduire la teneur en eau%
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1.1.8. Caractéristiques physico-chimiques du lait

Le lait se caractérise par plusieurs criteres physico-chimiques :
1.1.8.1 La densité :

La densité d’un liquide est une grandeur sans dimension qui désigne le rapport entre la masse
d’un volume donné du liquide considéré et la masse du méme volume d’eau. La densité du
lait & 15 °C est en moyenne 1,032 (1,028-1,035). Elle est la résultante de la densité de chacun
des constituants du lait et aussi donnée que la matiére grasse est le seul constituant qui
posséde une densité inférieure a 1 (Vignola, 2002).

1.1.8.2. Le point de congélation :

Le lait est généralement exprimé comme des degrés Hortvet (H). Il est la
température de passage de I’état liquide a 1’état solide, c’est I’'une des constantes les plus
stables du lait. Sa valeur moyenne, si I’on considére des productions individuelles de vache,
se situe entre - 0,54 °C et -0,55 °C (Kebchaoui, 2013 ; Mathieu, 1998).
1.1.8.3. Le point d’ébullition :

Les constituants du lait dans la solution vraie sont principalement responsables de
I’élévation du point d’ébullition au-dessus de 100°C. A pression atmosphérique normale, le
point d’ébullition de I’eau est 100 °C et celui du lait est de 100,17 °C. Comme pour le point
de congélation, il est fonction du nombre de particules en solution et par conséquent, il
augmente avec la concentration de lait et diminue avec la pression (Kebchaoui, 2013).
1.1.8.4. Le pH:

Le lait de vache a une réaction faiblement acide, le pH est compris entre 6,6 et 6,8 ;
c’est la conséquence de la présence de la caséine et des ions phosphoriques et citriques
(substances acides), les valeurs inferieures a 6,5 ou supérieures a 6,9 sont considérées comme
anormales (ALAIS, 1984). Selon le méme auteur, le ph du lait change d’une espéce a 1’autre,
étant donné les différences de la composition chimique, notamment en caséine et en
phosphate.
1.1.8.5. L’acidité de titrable :

L’acidité titrable indique le taux d’acide lactique formé a partir du lactose. Un lait frais
a une acidité de 16 °D a 18 D° (°Dornic). Conservé a la température ambiante, il s’acidifie
spontanément et progressivement (Mathieu, 1998). On exprime couramment 1’acidité d’un
lait en degrés Dornic ; ce dernier étant le nombre du dixiéme de millilitre de soude utilisée

pour titrer 10 millilitres du lait en présence de phénolphtaléine (Dieng, 2001).
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1.1.8.6. Extrait sec :

La teneur en extrait sec du lait des différentes especes de mammiféres se situe entre
des valeurs extrémes trés éloignées : de 100 a 600 g/l. La cause de ces différences est
essentiellement la teneur en matiére grasse. Le lait de vache présente un extrait sec total de
125 a 130 g/l (ALAIS, 1984).

1.1.9. Composition du lait

Comme montre le tableau 4, le lait contient plusieurs éléments nutritifs. Selon
FAVIER (1985), le lait est une source importante de protéines de trés bonne qualité, riches en
acides aminés essentiels, tout particuliérement en lysine qui est par excellence I’acide aminé
de la croissance. Ses lipides, caractérisés par rapport aux autres corps gras alimentaires par
une forte proportion d’acides gras a chaine courte, sont beaucoup plus riches en acides gras
saturés qu’en acides gras insaturés. Ils véhiculent par ailleurs des quantités appréciables de

cholestérol et de vitamine A ainsi que de faibles quantités de vitamine D et E.

Tableau N°4 : Composition moyenne du lait de vache g/L (Mathieu, 1998).

Constituant du lait Teneurg/L

Constituant minéraux

Eau 902
Constituant salins minéraux 6.9
Gaz dissous 0.1

Constituant organique

Constituant salins organiques 1.7
Lactose 49
Matiére grasse 38

Protéines ou constituant azotés protéique

Caséines 32
Protéines dite solubles 26
Constituant azotés non protéique 6

Autres constituant 1.5

Les éléments du lait se repartie sur plusieurs phases comme était évoqué par
FREDOT (2006) :

10
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e Une émulsion de matieres grasses ou phase grasse constituée ;
¢ Une phase colloidale qui est une suspension de caséines sous forme de micelle ;
e Une phase aqueuse qui contient les constituants solubles du lait (protéines solubles, lactose,
vitamines B et C, sels minéraux, azote non protéique) ;
e Une phase gazeuse composée d’02, d’azote et de CO2 dissous qui représentent environ 5 7

du volume du lait.

Tableau N°5 : Composition lipidique du lait (Grappin et Pochet, 1999).

Constituants Proportions de lipides du lait %
Triglycérides 98
Phospholipides 01
Fraction insaponifiable 01

Tableau N°6 : Composition minérale du lait de vache (Jeantet et al., 2007).

Les eléments minéraux Concentration (mg .kg)
Calcium 1043-1283

Magnésium 97-146

Phosphate inorganique 1805-2185

Citrate 1323-2079

Sodium 391-644

Potassium 1212-1681

Chlorure 772-1207

Tableau N°7 : Teneur moyenne des principales vitamines du lait (ug/mL) (Veisseyre, 1975).

Vitamines Teneur moyenne

Vitamines liposolubles

Vitamine A+ caroténe 40ug /100ML
Vitamine D 2.4ug/100MI
Vitamine E 100ug/100mL
Vitamine K 5ug/100mL

Vitamines hydrosolubles

Vitamine C (acide ascorbique) 2mg /100mL

11
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Vitamine B1 (thiamine) 45ug/100mL
Vitamine B2 (riboflavine) 175u9/100ML
Vitamine B6 (pyridoxine) 50ug/100ML
Vitamine B12 (cyan cobalamine) 0.45ug/100ML
Niacine et niacinamide 90ug/100ML
Acide pantothénique 3501g/100ML
Acide folique 5.5ug/100ML
Vitamine H (biotine) 3.5ug/100mL

Tableau N°8 : Caractéristiques des enzymes du lait.

Groupe d’enzyme | Classe d’enzyme pH Température (C°) Substrats
Hydrolases Estérases
Lipase 8.5 37 Triglycérides
Phosphatase alcaline | 9-10 37 Esters phosphorique
Phosphatase acide 4.0-5.2 | 37 Ester phosphorique
Protéases
Lysozyme 7.5 37 Parois microbienne
plasmine 8 37 cellulaire
Caseine
Déshydrogénase Sulfhydrile oxydase 7 37 Protéines ; peptides
ou oxydases Xanthine oxydase 8.3 37 Bases purique
Oxygénase lactoperoxydase 6.8 20 Composés
catalase 7 20 réducteurs+ H,0>
H20:

Tableau N°9 : Composition du lait maternel et lait de la vache.

Constituants Lait maternel Lait vache
Calories (kcal/dl) 60-70 65-75
Protéines (g /dl) 0.8-1.2 3.0-3.7
Caséine(%) 40 80

Protéine soluble(%) 60 20

Azote non protéeique (mg/dl) | 40 30

12
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Lipides (g/dl) 3-4 3.5-4
Acide linoléique (mg/dl) 350 90
Acide a-linoléique (mg/dl) 37 Traces
n-6/-3 9.5 90
Glucides (totaux : g/dl) 7.5 4.5-5
Lactose(%) 85 100
Oligosaccharides () 15 -
Minéraux (totaux : mg/dl) 210 900
Sodium (mg/dl) Chlore 10-20 48
(mg/dl) Calcium(mg/dl) 45 110
Phosphore(mg/dl) 33 125
Rapport calcium/phosphore 15 90
Magnésium (mg/dl) 2 1.3
Fer (ug/dl) 3.5 12
40-100 20-60
Vitamin(/dl)
A(ul) 203 45
D(ul) 2-3 2-3
E(mg) 0.35 0.1
C(mg) 3.8 11
B1(mg) 0.18 0.44
B2(mg) 0.03 1.75
B6 (mQ) 0.06 0.51
B12(ug) 0.1 6.6
K (1g) 0.2 17
Acide folique (1g) 5.2 37.7
Niacine (pp) (1g) 230 -
Acide pantothénique (ug) 260 -
Biotine (ug) 0.8 -
Charge osmolarité rénal 9.3 30.8

13
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Tableau N°10 : Composition chimique moyenne du lait de vache et d’autres espéces
animales

Matiére séche matiére protéique lipides lactose cendres calcium phosphore
MG MM CA P
Vache 132 35 38 50 7.2 1.25 0.95
Chéevre | 115 34 35 45 8 1.35 1
Brebis 185 60 70 45 8.7 1.9 1.5
Buffle 174 38 77 48 7.8 1.8 1.8
Jument | 105 25 16 61 4.5 1 0.6

Par comparaison, ce que 1’on appelle « lait de soja », et qui est en réalité un jus de soja a une
composition trés différente du lait de vache

Tableau N°11 : Comparaison entre lait de soja et de lait de vache.

Lait de soja Lait de vache
Energie 390kcal 450Kkcal
Eau 920ml 900ml
protides 379 359
Lipides 219 389
glucides 149 509
calcium 0 509
lactose 0 1.25¢

1.1.9.3. Facteurs influencant la composition du lait.

Selon Coulon (1994) cité par Pougheon (2001), la composition chimique du lait et ses
caractéristiques technologiques varient sous 1’effet d’un grand nombre de facteurs : (facteurs
génétiques, stade de lactation, état sanitaire ...) soit au milieu et a la conduite d’élevage
(saison, climat, alimentation).

La composition du lait est variable elle dépend bien entendu du genotype de la femelle

laitiére (race, espece) mais 1’age, la saison, le stade de lactation, I’alimentation sont des

14
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facteurs qui peuvent avoir des effets importants sur la composition du lait (Pougheon et
Goursaud, 2001).

1.1.10. Qualité hygiénique du lait

Le lait est un aliment hautement nutritif par sa richesse en glucides, protéines, lipide
vitamines et sels minéraux, qui peut néanmoins représenter un danger pour le consommateur,
spécialement quand il véhicule des agents zoonotiques et des résidus des substances
antimicrobiennes. De ce fait le contr6le d’hygiéne du lait pasteurisé s'avére d'une trés grande
importance, (Aggad et al, 2009).
1.1.10.1. Sources de contamination du lait :

Les sources de contamination du lait sont nombreuse et variés elles comprennent I'eau,
le sol, le personnel dans I'équipement laitier,

Il existe d'autre source de contaminations qui peuvent influencer la qualité du lait pasteurisé
surtout le lait obtenue a partir d'une poudre.
1.1.10.2. Flore pathogene :

Les bactéries les plus importantes de cette flore pathogéne sont le plus souvent
mésophiles et les principaux microorganismes pathogénes associés aux produits laitiers sont :
Salmonella, B. cereus, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Bacillus cereus,
Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Campylobacter Jejuni,
Shigella sonei et certains moisissures (VIGNOLA, 2002).

TableauN°12 : Différentes sources de contamination du lait (Frank& Hassan., 2002)

Source Genre

Personnel Coliformes,salmonella,Entérococcus, staphilococcus

Streptococcus,micrococcus,cornobacterium,bacillus levure et

Air moisissures

Intérieure du pis Streptococcus ,micrococcus,corynebacterium
Extérieure du pis Micricoccus,s taphylococcus,

Feces bacillus,Enterococcus

Echirichia, staphylococcus,listeria,mycobacterium,salmonella

Appareil de traite Micrococcus,streptococcus,bacillus,coliformes
klebsiella,clostridium
Litiere Clostridium,bacillus, pseudomonas, mycobacterium

sol Levure et moisissure
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Alimentation Clostridium, listeria,bacillus, bacteries lactiques

Eau Pseudomonas,coliformes ,corynobacterium

1.1.10.3. Qualité technologie ; flore d’altération

Le lait contient peu de microorganismes lorsqu’il est prélevé dans de bonnes conditions a
partir d’un animal sain (moins de 10° germes/ ml).

Il s’agit essentiellement de germes saprophytes du pis et des canaux galactophores :
microcogues mais aussi streptocoques lactiques (Lactococcus et Lactobacillus).

D’autre microorganisme peuvent se trouver dans le lait lorsqu’ilest issu d’un animal malade,
ils sont généralement pathogénes et dangereux au point de vue sanitaire, Il peut s’agir
d’agents de mammites (GUIRAUD, 1998).

1.1.10.4. Microflore lactique :

Elle fait partie de la flore normale du lait et se caractérise par son aptitude a fermenter
le lactose avec production d’acide lactique et donc, abaissement du pH. Les ferments lactiques
laitiers constituent un groupe diversifié de bactéries qui ont néanmoins un certain nombre de
caractéristiques communes : elles sont a Gram positifs, catalase négatifs, anaérobies
facultatifs ou micro-aérophiles et hétérotrophes (ALAIS, 1984 ; Claude et al., 1998).

Flore d’altération : La flore d’altération causera des défauts sensoriels de gofit, d’arémes,
d’apparence ou de texture et réduira la vie du produit laitier. Les principaux genres identifiés
comme flore d’altération sont : Pseudomonas sp, Proteus sp, les coliformes soit
principalement les genres : Esherichia et Enterobacter, les sporulées telles que Bacillus sp,
Clostridium sp et certaines levures et moisissures (Vignola, 2002 ; Richard, 1990).
Coliforme, levure et moisissure et parfois des sporulées anaérobies (Veisseyre, 1979)
et des sporulés aérobie. Tel que Bacillus cereus qui fait globalement partie de la flore
d’altération des produits laitiers (Gaillard, 2003) et qui peut négativement affecter la qualite
et la sécurité du produit (Senesi et Ghelardi, 2010). En fait, Bacillus cereus est une bactérie
inévitable dans les produits laitiers (Luking et al., 2013). Bacillus cereus sensu stricto est
pathogene. Il est bien connu pour son potentiel toxinogene avec sa capacité de production de
deux types de syndromes d’intoxication alimentaire, un type émétique par la production de la
cereulide (Sensi et Ghelardi, 2010) et un type diarrhéique par la production de plusieurs
enterotoxine : la Nhe (entérotoxine non hémolytique), Hbl (Hémolysine BL) et Cyt K
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(cytotoxine K) (Samapundo et al., 2011 ; JeBberger , 2014). Bacillus cereus est toxinogéne

a des concentrations de 10* & 10°spores/g du produit (Salustiano et al., 2009).

1.2. Généralité sur B. cereus

1.2.1 Description et taxonomie

Bacillus cereus doit sa nomenclature a Frankland et Frankland (1887), di a sa
morphologie : cereus (lat) cierge (Ouhib Jacobs, 2007). Le groupe B. cereus, également
connu sous le nom B. cereus sensu lato (s.l.), se compose de sept espéces étroitement liées, a
savoir B. cereus sensu stricto(s.s.), Bacillus thuringiensis, Bacillus mycoides, Bacillus
pseudomycoides, Bacillus anthracis, Bacillus weihenstephanensis et Bacillus cytotoxicus.
Comme il existe une relation génétique étroite entre les sept especes du groupe B. cereus, il a
été suggéré que I'ensemble du groupe devrait représenter une seule espéce (Guinebretiere et
al., 2013 in Kumari et Sarkar, 2016).

Tableau N° 13 : Classification de groupe B. cereus.

classification

Regne Bacteria
Division Firmicutes

Classe Bacilli

Ordre Bacillale

Famille Bacillaceae

Genre Bacillus

Espéce Bacillus cereus (Frankland & Frankland 1887)
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B. cereus ATCC 14579

100 [
80 | L& tringinesis ATCC 107927

100 S B. anthracis Ames
B. weihenstephanesis WSBC 10204
100 %
B. mycoides ATCC 6462"

B. pscudonmycoides DSM 12442"

B. eytotoxicus NVH 391-98°

0.02

Figure N°4 : Position phylogénétique des espéces du groupe Bacillus cereus, sur la base des séquences
(Guinebretiere et al. 201

Sur la base de données moléculaires et la température de croissance, le groupe B.cereus a été divisé
en sept groupes phylogénétiques (voir tableau). Chacun se divisant en sous-groupes (Guinebretiere
et al., 2008, Tourasse, et al., 2011

Le groupe phylogénétique | inclut les especes B. pseudomycoides et B.mycoides. Ces
espéces ont la capacite de formation de colonies rhizoides (Nakamura, 1998).

Les groupes II, 111, 1V, V et VI regroupent les espéces suivantes : B. mycoides. B.anthracis, B.
weihenstephanensis, B. cereus sensu stricto aussi appelé B. cereus et B.

thuringiensis. Ces espéces se caractérisent par les caractéristiques suivantes :

e B. anthracis, responsable de la maladie du charbon (Mock et Fouet, 2001). Les
souches de ce groupe sont regroupées dans le groupe III.

e B. weihenstephanensis est une espéece psychrotolérante pouvant se développer a des
températures de réfrigération comprises entre 4°C et 7°C (Lechner, et al., 1998).

e B. cereus sensu stricto (B. cereus), reconnu comme agent causal de toxi-infections
alimentaires (TIA) mais aussi responsable dans une moindre mesure d’infections
opportunistes locales et systémiques (Bottone, 2010 ; Logan, 2012).

e B. thuringiensis élabore un cristal parasporal contenant des toxines pathogénes pour

les insectes (Schnepf et al., 1998).

Le groupe VII inclut une seule espéce B. cytotoxicus qui Se caractérise par une
thermoloérance modérée (Guinebretiere et al., 2008 et 2013).

1.2.2. Caractéristiques générales :

Outre les caracteres généraux du genre Bacillus, les espéces du groupe Bacillus cereus
sont des bacilles de grande taille (>1,0 um) a Gram positif, a spore ovale non déformante et en

position centrale a sub-terminale, généralement mobiles grace a une ciliature péritriche. lls se
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distinguent des autres Bacillus essentiellement par leur aptitude a croitre en

anaérobiose et a croitre en présence de lysozyme (Kotiranta et al., 2000; Guinebretiere,
2001).

La mobilité et I’hémolyse sont des caractéres couramment utilisés pour distinguer B.

cereus des autres espéces. Les especes du groupe cereus sont trés répandues dans la nature et

sont souvent isolées du sol, de la poussiere ou de la surface de végétaux, ce qui favorise leur
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propagation dans les aliments. Certaines espeéces sont aussi capables d’infecter des
mammiferes et/ou des insectes (Drobniewski, 1993).

La gamme de température de croissance de souches du groupe B. cereus a €eté étudiée
par plusieurs auteurs. lls ont constaté que cette gamme est liée aux sept groupes
phylogénétiques. Ainsi elle varie en fonction des souches (Guinebretiére et al. 2008). Sa
température optimale de croissance est comprise entre 28 et 35°C, la température de
croissance minimale est 4-5°C et un maximum de 48°C. B. cereus peut croitre a des valeurs
de pH de 4,9 a 9,3. L'activité de I'eau minimum (aw) pour la croissance est de 0,93
(Jaéskeldinen, 2008 ; Senesi et Ghelardi, 2010 ; Bermudez-Aguirre et al., 2012).

Outre sa capacité a produire des spores, B. cereus est aussi reconnu comme difficile a
éradiquer a cause de la formation de biofilm. Les cellules et les spores végétatives adhérées
peuvent agir comme une étape d'initiation pour la formation de biofilm qui peut étre une
source de contamination évidente qui va réduire par consequent la durée de vie du produit
(Ryu et Beuchat, 2005)

En effet, B. cereus produit une variété de biofilms qui se distinguent par leur
architecture et meécanisme de formation, reflétant peut-étre une adaptation a divers
environnements (Majed et al., 2016).

Tableau N°14 : Caractéristiques physiologiques et génétiques de B. cereus.

Gamme de T°C % de souches comprenant -

Gr 5
oupe oS FEToupes de crois -

phylogénétique

hbl  cyiRZ cyiKl mnhe Cces

I-1 41 o

I B. pseudomycoides -2 1022 - o o oo o
o E. cereus II, Ix 7-40 61 13 o 100 O
B. thuningtensis I
E. cerens I, mI-1 &7 o o
E. thuringiensis ITI, Im-z 1z 31 31
oI smetic B. cereuis m-3 1545 14 55 © 100 7
B. gnthracis,
B. cerews T4, -4 14 30 o
E. thuringicnsis II-2
V-1 arF 7o
E. cerens IV, a
w B. thuringicnsis IV -2 arF
Frrrin grenars 1045 ~ o w0 o
V-3 86 o
B. cereus W, -
v B. thuringicnsis V' ¥ 520 83 L] o 100 a
E. wcﬂ‘mnsr‘c_ﬂ?mn—cﬁm WVI-1 a3 o 100
VI E. mycoides, 537 o
B. thuringiensis VI VI-2 &0 0 100 o
WII E. cyiodoXicus sp. noo. I 20-50 1] [+] bl 100 o
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1.2.3. Ecologie et habitat :

Le réservoir naturel de B. cereus est représenté par la matiére organique en
décomposition, les eaux douces et marines, les légumes, flores intestinale des différents
animaux, le sol et les produits alimentaires, y compris le lait et les produits laitiers qui
peuvent étre contaminés, conduisant a une colonisation transitoire de l'intestin humain
(Andersson et al., 1995; Yared; 2014).

En raison de la nature adhésive de ses endospores, B. cereus est fréqguemment present
dans les environnements de production alimentaire. Ce caractére permet a la bactérie de se
propager a différents types d'aliments, comme le lait et les produits laitiers, les Iégumes, le riz
et les plats de riz, de la viande et des produits a base de viande, des soupes et des épices
(Lukanji, 2015; Organji et al., 2015) (Voir figure 4, tableau 4).

Tableau N°15: Présence de Bacillus cereus dans lait et produits dérivés (Te Giffel 1997;

Carlin et Nguyen-The ,1998; Guinebretiére, 2001).

Lait et produits derives

Lait cru 7-48 10" - 107
Lait pastenrize 7 — 40 ' - 10t
Lait sterilize 40 nd ®

Lait UHT 4 nd

Créme 5-11 10' - 109
Fromages 7 -40 ' -1t
Poudres de Lait 10 - 1040 10" - 107
Aliments pour bébé Z-100 10" - 109
Crémes zlacées 40 - 52 10" - 109
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1.2.4. La spore de Bacillus cereus

La spore bactérienne possede une structure propre qui differe trés fortement de celle de
la cellule végétative qui lui donne naissance, elle est formée a I’intérieur de cette cellule d’ou
son nom d’endospore (Gaillard, 2003).

Les endospores de B. cereus sont de grande préoccupation pour I'industrie alimentaire,
car ils sont omniprésents dans I'environnement (De Vries et al., 2006) et possédent une
résistance remarquable, ce qui leur permet de survivre.

En général, les traitements thermiques, comme la pasteurisation ne parviennent pas a
tuer efficacement les endospores résistantes a la chaleur, ce qui limite les possibilités de
prolonger la durée de vie des produits pasteuriseés. La résistance a la chaleur des spores de B.
cereus est dépendante de la souche et de milieu de sporulation (Shaheen et al., 2010). La
chaleur, les produits chimiques et la diminution du pH peuvent activer les spores (Ghosh et
Setlow, 2009).

En raison de [lutilisation extensive de la chaleur comme une technologie de
préservation, la chaleur est le mécanisme le plus probable de I'activation des spores dans
I'industrie laitiére. Apres l'activation, la germination des spores de Bacillus peut étre

déclenchée par une interaction d’éléments nutritifs spécifiques (Van der Voort et al., 2010).

1.2.4.1. Thermorésistance des spores de Bacillus cereus

Les spores sont thermorésistants et sont donc d'une grande importance pour l'industrie
alimentaire ; en particulier le secteur de conserverie. 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) (~ 10% des
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spores poids sec) 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 de la spore bactérienne est influencée par divers facteurs
environnementaux qui peuvent exercer leur influence avant, pendant et aprés le traitement
thermique proprement dit (Scheldeman et al., 2004).

Avant le traitement thermique, la thermorésistance peut étre affectée par les conditions
de sporulation et de I'état physiologique général. En outre, Gonzalez al. (1999) ont constaté
que de grandes différences de thermorésistance peuvent aussi se produire entre les spores de
la méme espece. Des différences ont également été signalés entre les souches de B. cereus
responsable du syndrome émeétique d'une part et les souches responsables du syndrome
diarrhéiques d’une autre part (Carlin et al.,2006). Les spores de souches productrices de
toxines émétiques ont montré, en moyenne, une plus grande résistance a la chaleur a 90 °C
que les spores des autres souches. Toutes les conditions de préchauffage, en particulier la
température a laguelle la sporulation a eu lieu influencent fortement la résistance a la chaleur
des spores résultantes (Scheldeman et al., 2004). Autrement dit, que plus la température de
sporulation est élevée plus la thermorésistance est importante (Gonzélez et al., 1999 ;
Rajkovic et al., 2008). La composition du milieu de sporulation est également un facteur qui
joue un rdle important sur la résistance a la chaleur des spores. L'augmentation de la
résistance a la chaleur observée en corrélation avec une diminution de la teneur en eau des
protoplastes de spores.

Pendant le chauffage, l'utilisation supplémentaire des pressions élevées (600 -800
MPa) a été observée pour aboutir a un niveau élevé de I'inactivation de plusieurs espéces de
Bacillus, y compris B. cereus (Margosch al., 2004; Scurrah et al., 2006).

La nature du moyen ou de la nourriture dans laquelle le chauffage est exécuté aussi
bien que les conditions de récupération aprés le chauffage auront tous un effet sur la
résistance a la chaleur observée (Scheldeman et al., 2004).

Aprés le chauffage, le milieu de récupération de spores traitées thermiquement a une
influence sur la valeur de D observé et par conséquent sur la thermorésistance.
1.2.4.2. Germination des spores de B. cereus

La dormance d'une spore est normalement interrompue par une phase irréversible, la
germination, qui se produit lorsque des conditions favorables et des facteurs de croissance des
cellules végetatives se produisent ou lorsque les spores sont exposées a des germinants. Les

spores sont capables de contr6ler leur environnement au moyen d'un mécanisme d'alerte
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sensorielles, qui peut détecter le moment ou la germination est favorable et ou des conditions
de croissance se produisent (Moir al., 2002 ; Hornstra al., 2005).

Bien que la germination des spores se produit en réponse a de faibles concentrations de
germinants chimiques nutritifs et non nutritifs il est trés probable que les spores dans la nature
vont finir germer par les germinants nutriments qui ont été identifiés a ce jour comprennent
les acides aminés simples, les sucres, les nucléosides et les petites molécules (Setlow, 2003 ;
Scheldeman et al., 2004).

En conclusion, une multitude de facteurs jouent un réle trés important dans
I'interaction souvent la résistance a la chaleur des spores de B. cereus, et ceux-ci peuvent
exercer leur influence avant, pendant et aprés un traitement thermique. La thermorésistante
varie d’une espeéce a une autre voir d’'une souche a une autre. Les conditions pendant la
sporulation (activité de I'eau, le pH ou la température), moyens de chauffage et moyens de
récupération, contribuent significativement a la variabilité de résistance a la chaleur observée
(Rajkovic et al., 2008).

1.2.5. Pathogénéicité de Bacillus cereus

B. cereus tire son pouvoir pathogéne de sa capacité a sécréter des toxines. Le pouvoir
pathogéne de B. cereus est attribué a la production de facteurs extracellulaires des especes
telles que la phospholipase, cereulide (toxine émétique), entérotoxine Hbl, toxine non
hémolytiques (Nhe), hémolysine (Agata et al., 1995 ; Lund et al., 2000 dans Berthold-Pluta
etal., 2015).

B. cereus peut entrainer deux types d'intoxication alimentaire : I'émétique ou les types
diarrhéiques. Alors que le syndrome émétique a pour agent étiologique une toxine unique, le
syndrome diarrhéique est probablement causé par la combinaison et I’action synergique de
plusieurs toxines et enzymes de dégradation (Stenfors Arnesen et al., 2008). La premiére
forme est une forme d'intoxication provoquée par I'ingestion d'aliments contenant la toxine
dite cereulide, alors que le type diarrhéique d'intoxication alimentaire dépend dans une large
mesure de I'ingestion de B. cereus suivie par la production de toxines dans le tractus gastro
intestinal humain. La dose infectieuse estimée nécessaire pour provoquant le type diarrhéique
des gammes d'intoxication alimentaire d'environ 10s cellules de B. cereus végétatifs ou spores
(Berthold-Pluta et al., 2015; EFSA, 2016).

Parmi les facteurs qui inhibent la survie de B. cereus dans le tractus gastro intestinal
humain on peut citer : Le faible pH, la présence d'enzymes digestives (pepsine) dans
l'estomac, I’insuffisance d'oxygeéne, la présence de la bile dans I'intestin gréle, et la microflore

indigéne dans la partie inférieure du tractus gastro intestinal. La capacité de B. cereus (spores
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[cellules végétatives) d'adhérer aux entérocytes et l'interaction possible entre les cellules
végétatives de cette espece et les cellules épithéliales de I'intestin sont aussi des aspects qui
contribuent a I’intoxication alimentaire par B. cereus (Ceuppens et al., 2012).

Bien que B. cereus est une cause bien connue de la maladie d'origine alimentaire, il
n’est généralement pas signalé en raison de ses symptomes généralement bénins
1.2.5.1. Les entérotoxines et le syndrome diarrhéique associé

Le syndrome diarrhéique se trouve dans une toxi-infection générale (ou une infection a
médiation par la toxine) qui résulte de I'ingestion des cellules ou des spores végétatives de B.
cereus. Selon le type de I'aliment, ainsi que sur la manipulation d'un produit alimentaire, soit
des cellules végétatives de B. cereus ou ses spores ou une combinaison des deux est présent
dans l'alimentation. Cela peut avoir une incidence sur la dynamique de la production possible
de la toxine diarrhéique dans l'intestin gréle, par rapport & la survie, la germination, la
croissance et l'adhérence intestinale des spores de B. cereus et les cellules végétatives
(Andersson al., 1998; Clavel et al., 2004; Stenfors Arnesen et al., 2008).

La maladie diarrhéique due a I'ingestion de spores de B. cereus est caractérisée par des
douleurs abdominales et la diarrhée. La période d'incubation est de 8-16 h et les symptdmes
persistent pendant 12-24 h (Sim, 1998 ; Beattie et Williams, 2000 ; Granum, 2007). Le
syndrome diarrhéique provoquee par B. cereus est médiée par une ou les trois entérotoxines
diarrhéiques : les toxines tripartites hémolysine BL (HBL) et entérotoxine non hémolytiques
(NHE), les deux formes de cytotoxine K (cytK-1 et cytK-2) (Fagerlund et al., 2004) et peut-
étre entérotoxine T et entérotoxine FM (Guinebretiere et al., 2002; Moravek et al., 2006).
Les enzymes protéolytiques et le pH du tractus gastro-intestinal digerent les entérotoxines si
elles sont préformées dans les aliments. Les spores de B. cereus survivent a la digestion et
peuvent germer dans l'intestin (Jensen et al., 2003; Swiecickai et al., 2006), tandis que les

cellules végétatives peuvent produire des toxines dans I'intestin.
-L'hémolysine BL (Hbl)

-L’entérotoxine Nhe (Non-Hemolytic Enterotoxin)
-La cytotoxine K (CytK)

1.2.5.2. La toxine émétique et le syndrome emétique associé
La toxine responsable du syndrome émétique est la céreulide. Cette toxine émétique
produite par B. cereus a été isolée et déterminée par Agata et al., (1994). 1l s’agit d’un cyclo-

dodécadepsipeptide cyclique appelé cereulide, synthétisé pendant la phase exponentielle et
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stationnaire de croissance bactérienne. Ce complexe est composé d’une triple alternance de 12
acides aminés et esters de formule suivante : [DO- Leu-D-Ala-L-O-Val-L-Val].

Le mécanisme d’action de la toxine émetique est encore peu connu. Son action
correspond in vivo a une stimulation du systeme vague (Agata et al., 1995), et a une
inhibition du cycle d’oxydation mitochondrial des acides gras (Mahler et al., 1997), observée
également in vitro sur cellule Hep 2 (Carcinoma human Larynx cells).

1.2.6. Problémes causés par Bacillus cereus dans les industries laitiéres

De nombreuses espéces microbiennes peuvent étre a l'origine d'altérations des
aliments, parmi elles, les spores bactériennes qui constituent souvent un probleme le plus
difficile & résoudre. En effet, les spores sont connues comme pour leur résistance. Leur
inactivation compléte est souvent impossible sans altérer la qualité¢ de I'aliment, comme c’est
le cas pour B. cereus (Merzougui et al., 2013). Ceci serait en partie dd au fait que les spores
peu hydratées sont généralement hydrophobe et possedent une surface trés peu chargée et une
morphologie particuliére. Leur adhésion aux surfaces alimentaires et leur développement sous
forme de biofilms peut entrainer des risques importants pour la santé des consommateurs
(Bartoszewicz et al., 2008; Majed et al ., 2016).

Les spores de B. cereus sont ubiquitaires et peuvent contaminer les aliments via les
matiéres premieres. Elles sont capables de résister aux traitements thermiques ainsi qu’a
d’autres procédures telles que la déshydratation, la dessiccation, la désinfection et autres
facteurs environnementaux, qui empéchent le développement d’autres bactéries capables de
rentrer en compétition avec elles. Ce pathogene alimentaire peut ainsi causer de sérieux
problemes tels que le changement de texture et le développement de saveurs indésirables dans
I’industrie alimentaire. Aussi, compte tenu de sa psychrotolérance, cette bactérie constitue un
potentiel pathogene emergent des produits réfrigerés préts a la consommation (Daryaei et al.,
2013 dans Merzougui et al., 2013).

Dans l'industrie laitiere, des spores de Bacillus cereus sont des contaminants
importants car ils peuvent significativement affecter la sécurité et la qualité des produits.
L'apparition de souches émétique et diarrhéiques productrices de toxines de B. cereus dans la
chaine production laitiere a été largement rapporté. La majorité des souches isolées, des
produits laitiers, sont cytotoxiques et productrices d’entérotoxines NHE et HBL (Borge et al.,
2001 dans Kumari, 2016).

Les bactéries du groupe B. cereus sont non seulement responsables de TIAC mais

peuvent aussi détériorer les qualités organoleptiques des aliments et considérés comme des
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agents d’altération des produits alimentaires. Cette altération entraine de nombreux problémes
sanitaires et économiques pour le secteur agroalimentaire.

Les membres du groupe Bacillus cereus sont parmi les micro-organismes d‘altération
les plus importants dans I'environnement des produits laitiers (Licking et al., 2013). Grace a
leur résistance accrue aux traitements thermiques appliqués dans les industries laitieres, ils
peuvent germer et produire des enzymes extracellulaires (Chen et al.,2004).

1.2.7. Facteurs influencant la thermo-résistance

Les conditions environnementales affectent les caractéristiques des spores bactériennes

produites, comme temps de sporulation et le type et la forme des structures sporales. Etant
donné que ces structures jouent un réle primordial dans la résistance des spores, la variation
des conditions environnementales de sporulation influence alors indirectement la résistance
des spores formées (Couvert, 2002).
Pendant de nombreuses décennies, seule la température était prise en compte dans le calcul
des baremes de pasteurisation et de stérilisation. La tendance actuelle est l'intégration de
nouveaux facteurs environnementaux jouant également un role prépondérant tels que le pH et
I'activite de I'eau.

Le pH est connu pour avoir une forte influence sur la résistance thermique des micro-
organismes. Un pH acide (pH = 4) du milieu lors du traitement peut provoquer une résistance
thermique plus faible de spores, comparé a un pH neutre (Palop et al., 1999).

L'activité de l'eau (aw) est tout comme le pH, un élément essentiel dans la
détermination de la thermo-résistance des microorganismes. A I’inverse d’un pH bas, qui
favorise la destruction thermique, une faible aw lors du traitement provoquera une
augmentation de la résistance a la chaleur. En revanche, une faible activité de I'eau (<0,98) du
milieu de récupération a montré une inhibition de la germination et de la croissance de spores
de B. cereus (Martinez et al., 2007).

Le type de matrice alimentaire semble aussi avoir une influence sur la thermorésitance
de spore de Bacillus cereus. Les produits alimentaires sont plus complexe et potentiellement
inclure des composants qui pourrait protéger les spores (Leguerinel et al., 2005 Samapundo
et al., 2014). Il est donc plus probable que les composés macromoléculaires dans les aliments
tel ques: la matiére grasse, les proteines et l'amidon peuvent avoir un effet sur la

thermoresitance des spores dans les produits alimentaires (Samapundo et al., 2014 ).
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Partie Il : Matériel et méthodes

Ce travail a été réalisé dans le laboratoire pédagogique de département SNV,
Université BELHADJ Bouchaib, Ain Témouchent.

Il. 1. Caractéristique de la région d’étude

La wilaya d’Ain Témouchnet est une wilaya cotiere (Nord-Ouest de I'Algérie). Le
chef-lieu de la willaya est de 58 km d'Oran (Est), 60 km de Sidi Bel Abbes (Sud) et 80 km de
Tlemcen (Ouest). Elle se caractérise par un climat mediterranéen semi-aride sec et froid dont
les températures moyennes mensuelles comprises entre 7,8 et 29,6 (Tableau 8) (DB- City,s.d).
Les températures sont utilisées comme input pour modéliser la croissance de B. cereus dans
les conditions ou le lait est manipulé a des températures ambiantes, c’est-a-dire durant la

distribution, transport et le stockage chez le consommateur.

Tableau N°16 : Températures (°C) ambiantes de la willaya d’ Ain Témouchent les météos.

Mois T*min T*max Tmoy
Janvier 7,8 15,7 11,7
Février 8,3 16,5 12,4
Mars 10,2 17,8 14

Avril 11,7 19,9 15,8
Mai 14,8 22,1 18,4
Juin 18,1 25,5 21,8
Juillet 21 28,7 24,8
Aout 21,9 29,6 25,7
Septembre 19.5 27 23.2
Octobre 16 23.7 19.8
Novembre 11.8 194 15.6
Décembre 8.1 17.4 12.7

Source https://fr.climate-data.org/location/45764/.
* Tminet Tmaxsont calculées a partir des températures médianes.

*Tmoy €St la température moyenne de Tmin€t Tmax.

I1. 2. Description de la chaine de la mise en consommation du lait pasteurisé : de la
ferme a la table
Le tableau 17 montre la chaine de la mise en consommation du lait pasteurisé fabriqué

par une unité de production laitiere de la wilaya de Ain Témouchent. Les données de chaque
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étape de process et de conditionnement ont été collectées aupres 1’unité de production étudiée.
Dans notre étude, les deux principaux facteurs limitants la croissance et la survie de B. cereus

sensu lato sont le temps et la température.

II. 3. Méthodologie de I’estimation de la concentration de B. cereus dans le lait
pasteurisé

Le concept « Modular Risk Process Model » (MRPM) présenté par Nauta (2002) a été
suivi. Il consiste a diviser la phase de la mise en consommation en plusieurs modules selon
I’effet de leurs conditions environnementales sur le comportement de B. cereus (concentration

de bactéries). Les deux comportements envisagés sont la croissance et la survie.

Tableau N°17 : Principaux modules de MRPM de la consommation de lait pasteurisé.

Module  Etape Process /critere Temps Effet sur

Prévalen Ns

ce
Module Accueil du lait cru t=0 = =
Ho
Stockage dans les RiskBinomial(7 ;0.75) RiskPert(4 ;24 ;4) + +
cuves
Pasteurisation RiskNormal(85 ;5) 0.33 secondes - -
Stockage dans les RiskNormal(4 ;2) RiskPert(4 ;18 ;24) + +
cuves
Conditionnement + +
Stockage + +
distribution T°C ambiante RiskPert(0.5 ;2 ;4) + +
Vente chez le T°C ambiante RiskPert(0.5 ;2 ;4) + +
détaillant
Transport au foyer ~ T°C ambiante RiskPert(0.2 ;1 ;2)
Foyer RiskPert(4.8.18) Riskpert(1 ;3 ;24) + +

consommation

Ns= nombre Finale

(=) Pas de variation, (+) Augmentation, (-) Diminution.
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I1. 4. Modélisation de la croissance de B. cereus durant la MRPM
La concentration de B. cereus est modélisée durant la phase de la mise en
consommation du lait pasteurisé, c'est-a-dire de I’accueil du lait cru par I’unité de production

(Module Ho) jusqu’au moment de la consommation (Concentration finale).

I1. 4. 1. Module (Ho): Contamination initiale du lait cru par B. cereus

Durant ce module, la prévalence et la concentration de B. cereus étaient estimées dans
le lait cru collectée par 1’unité de production. Pour cela, les données sur la contamination du
lait cru ont été récoltées puis simulées sur I’ensemble du lait collecté par I’unité de production

étudiée.

I1. 4. 1. 1. Récolte de données de contamination

La contamination du lait cru est évaluée au niveau de 1’unité de fabrication codifié
« A ». A cet effet, la recherche et le dénombrement de B. cereus a été réalisés selon la norme
AFNOR (1995).

I1.4.1. 1. 1. Prélévement des échantillons du lait cru

Durant le mois d’Avril et Mai 2021, 137 échantillons du lait ont été¢ prélevés au
moment de 1’accueil du lait cru (mélange du lait) au niveau de la réception par 1’unité de
production de différentes cuves de collection. Le prélevement a été réalisé dans les conditions

aseptiques puis ont €té transportés a 4°C dans une glaciere au laboratoire pour I’analyse.

IL. 4. 1. 1. 2. Préparation des échantillons pour I’analyse
A partir de chaque échantillon, un volume de 1mL a été dilué avec 9mL de Tryptone
sel eau (TSE) pour avoir une dilution décimale (10™%). Aprés une homogénéisation vigoureuse,

des dilutions décimales étaient réalisées (jusqu’au 10°) dans 9mL de TSE.

Il.4.1. 1. 3. Recherche de B. cereus

A partir de chaque dilution décimale, 100uL était ensemencé dans une boite de Pétri
coulée par milieu Mossel complet (annexe 1). Ensuite, les cultures étaient incubées a 30°C
pendant 24/48h + 2h.

Les colonies caractéristiques sont rose (ne fermente pas le mannitol), entourées d’un
précipité et une zone d’hémolyse.

Pour I’ensemble des isolats présumés, une recherche de catalase a été réalisé.
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I1.4. 1. 1. 4. Dénombrement de B. cereus sensu lato

Les colonies présumées de B. cereus ont été dénombrées selon la formule suivante :

Yo

V(im+0,1m)d

N=

Ou:

2a: Somme des colonies de B cereus identifiées sur I’ensemble des boites retenues ;(dont le
nombre compris entre 10-100 colonies)

V: Volume de I’inoculum appliqué a chaque boite, en millilitres ;

ni: Nombre de boites retenues a la premiére dilution ;

n2 : Nombre de boites retenues a la seconde dilution ;

d : Taux de dilution correspondant a la premiere dilution retenue (la suspension mere est une

dilution).

I1.4.1. 1. 5. Purification
Les colonies typiques repérées comme B. cereus ont été purifiées sur gélose nutritive

en boite de Pétri puis incubée a 30°C pendant 24h.

11.4. 1. 1. 6. Confirmation de la pureté
La confirmation de la pureté de B. cereus (Catalase positive) était basée sur

I’observation microscopique apres coloration de Gram (Annexe 2).

11.4.1. 1. 7. Conservation des isolats
Les isolats ainsi obtenus étaient ensemencés sur gélose nutritive a 20% de glycérol
puis incubé a 37°C pendant 24h. Aprés incubation, les cultures étaient conservées a une

température de 4°C.
I1. 4. 1. 2. Distribution de la concentration de B. cereus dans le lait cru

La concentration de B. cereus dans le lait cru est estimée par multiplication de

prévalence (Riskbeta(nombre des échantillons positive+1;nombre des échantillons non
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contaminés + 1) et la concentration de B. cereus (RiskDuniform(No1,No2,Nos,....,Non) dans le
lait cru réceptionné par 1’unité de fabrication étudi¢. Avec NO : c’est la concentration de B.

cereus dans les échantillons analysés.

I1. 4. 2. Module G : Croissance de B. cereus dans le lait cru durant le stockage avant la
pasteurisation
Dans ce module, la concentration de B. cereus a été estimée durant le stockage avant

la pasteurisation.

I1. 4. 2. 1. Estimation de parametre de croissance de B. cereus
Les paramétres de croissance (le temps de latence (lag) et le taux de croissance (Umax))
de B. cereus étaient estimé a I’aide de logiciel PMP software (ucfoodsafety.ucdavis.edu) a

différentes températures caractéristiques de chaque étape.

I1. 4. 2. 3. Estimation de la concentration de B. cereus a chaque étape

Les parametres de croissance estimés a chaque température de la chaine de la mise en
consommation étaient ensuite compilés dans les équations 1 pour prédire la concentration de
B. cereus a chaque temps de transport et de stockage (données de 1’enquéte). Le tableau 12
montre les différentes distributions utilisées pour estimer la concentration de B. cereus a

différentes conditions de stockage (Temps/Température).

N =N x exp(yoc X(tyoc— Aroc)) Equation 1
N¢: Concentration (log ufc/g) de B. cereus apres chaque temps (h);
No : Concentration (log ufc/g) de B. cereus dans 1’étape précédente ;

MTec et Atec : taux de croissance et temps de latence a la température concernée.

I1. 5. Module R : Destruction de B. cereus
Durant ce module, la concentration de B. cereus était prédite aprés la pasteurisation a
I’aide d’équation 2. Les températures de pasteurisation étaient collectées auprés 1’unité de

production (Tableau 17).

Nci = Poisson(N; .. x 107 M) Equation 2

No c’est la concentration estimée apres le stockage ou bien avant la pasteurisation ;
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n : nombre de réduction décimal (équation 8).

n=(tT oc ‘é‘(ToC)) Equation 3

Tpasteurisation : temps de pasteurisation représenté par distribution RiskPert(3,4,7) ;
o1 : temps de réduction décimale a la température de pasteurisation (minute) issue de la
littérature (Tableau 13) (équation 9).

log 5oy =109 Srmean — (T°C = T2 Equation 9

d-r Temps de réduction décimale de la température moyenne des traitement de pasteurisation
effectués par I’unité de production (Tableau 18).

Tableau N°18 : Valeurs de temps de réduction décimale de B. cereus de la littérature
(Ziane et al., 2016).

T°C D (min)

90 1 I 1.33

95 1.62 1.54 0.71

100 0.98 0.78 0.06

105 0.19 0.01 Il

ZT°C (°C) 6.95 6.45 7.88
Il. 7. Simulation

Le modele d’évaluation d’exposition a été établi avec le logiciel @risk (v 5.1, Palisade
Corporation, NY, USA) version d’essai. La simulation de Monte Carlo a été effectuée sur 10°

itérations basée sur Latin Hyper cube sampling.
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Partie I1: Résultats et discussion

I11. 1. Modélisation de la concentration de B. cereus
I11. 1. 1. Module Ho : Contamination initiale par B. cereus

I11. 1. 1. 1. Obtention des isolats de B. cereus

La recherche de B. cereus était réalisée sur milieu Mossel complet, milieu sélectif pour
B. cereus. Les colonies présumées comme B. cereus ont une forme ronde de couleur rose,
entouré d’un halo clair avec un précipité et une zone d’hémolyse. Les isolats présumés

comme B. cereus sont toutes Gram positive et productrice de catalase.

I11. 1. 1. 2. Prévalence et dénombrement de B. cereus

Parmi les 137 échantillons analysés, 131 étaient contaminées qui représente 95,62% de
prévalence. Cette prévalence est dans 1’ordre des résultats (30%) de Lindqvist et al. (2002).
Par ailleurs, elle est supérieure aux prévalences (18,7% et 12,5%) reportées par De rue et al.
(2004) et Menendez et al. (2001) respectivement. Cependant, Kaan Tekinsen et Ozdemir
(2006) ont montré une contamination de 1I’ensemble lait cru.

La projection de cette prévalence sur I’ensemble du lait arrivé a ’unité de production,
était fait a I’aide de distribution béta (132 ; 7) (Figure 5).

La distribution de concentrations de B. cereus dans les échantillons analysés était
représentée par la distribution Uniform qui donne la méme probabilité de 1’apparition de B.
cereus dans un échantillon (équiprobabilité de I’occurrence), tandis que la distribution de la
concentration de B. cereus dans I’ensemble du lait a ’arrivé de 1’unité de production étudiée,
était représentée par la distribution de prévalence (béta distribution) multipliée par la
concentration (Uniform). La figure 5, représente la distribution de concentrations dans le lait a
I’arrivé de 1’unité. Par ailleurs, les échantillons contaminés contiennent des concentrations en
B. cereus oscillent entre 0 et 4.44 log ufc/mL avec une moyenne de 2.75 log(ufc/g) et un
médian de 2.88 log (ufc/mL) (Figure 5). Dans cette étude, le niveau de contamination est

supérieur a celles (0,45log(ufc/g)) reportées par Lin et al. (1998).

33



Partie 11: Résultats et discussion

0,50

0,45

0,40

0,35 B

0.30 Minimum -1,2048

! Maximum  4,4455

0,25 Mean 2,7524
Median 2,8841

0,20 Std Dev  0,9169
99% 4,2116

0,15 Values 10000

0,10

0,05

0,00

o~ —

Figure N°4: Distribution cumulée de prévalence de B. cereus dans le lait.

Ces concentrations étaient utilisées comme concentrations initiales pour modéliser la

croissance durant les modules suivants : stockage dans les cuves avant pasteurisation.

I11. 1. 2. Module G : Concentration de B. cereus dans le lait a différents points de

process
I11. 1. 2. 1. Estimation de paramétres de croissance
I11. 1.2.1.1. Profile de température utilisée pour stockage et conditionnement

L’unité de production garde le lait cru dans des cuves a 4°C + 2 °C. Ces températures
est représenté par la distribution RiskNormal(4 ;2). De ce fait, les paramétres étaient estimés
dans ces conditions. Le tableau 15 illustre les parametres de croissance pour B. cereus dans
ces conditions. Les mémes températures sont préservees durant le stockage du lait pasteurisé

et son conditionnement.

I11. 1. 2. 1. 2. Estimation de parameétres de croissance de B. cereus a la température de

stockage
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Le tableau 15, montre les valeurs de parametres de croissance de B. cereus a
différentes températures de stockage avant pasteurisation et stockage aprés pasteurisation et

du lait conditionné.

Les résultats montre ’incapacité de croissance de B. cereus dans ces conditions de
températures de RiskNormal (4 ;2) car ces températures sont inférieurs a la température
minimale de croissance. En effet, les résultats de 1’estimation de paramétres de croissance
surtout cde temps de latence, reportent des temps de latence a ’infini. C’est-a-dire quel que

soit les temps de stockage la bactérie ne commence jamais sa croissance.

Cependant, I’estimation de paramétres de croissance de B. cereus dans le lait est
illustrée sur le tableau 18. Ils montrent des valeurs de transport en mois de janvier plus
favorable a la croissance par rapport au mois d’Aout. Par ailleurs, les paramétres sont moins

favorables a la croissance durant le stockage au froid.

Tableau N°18 : Estimation de parametres de croissance de B. cereus a différentes

températures de transport et de stockage.

Mois Froid Janvier Aout
T°C  RiskPert(4.8.18) 11.7 257
h_
s (P-r) 0-0.46 0.115-0.293  0.5508-0.6697
A (h) 0.22-infini 42,82 0

1. 1.2.1.3. Estimation de parameétre de thermorésistance de B. cereus durant la

pasteurisation

Pour estimer les concentrations de B. cereus apres pasteurisation, les nombre de
réduction décimale « n » a cette température. D’aprés I’industriel, le lait est pasteurisé a
pendant 0.33 secondes. Les résultats de I’estimation de « n » montrent des valeurs de 0.902 et

1.127 pour les températures de pasteurisation de 80 et 85°C.
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Le nombre de réduction décimale est déduit comme suite median de 200. Quant aux

paramétres du thermorésistant est collectées de la littérature.

I11. 1. 2. 2. Concentration de B. cereus a chaque point du process

Le tableau 19 montre la distribution de la concentration de B. cereus a différents points
de process et de la consommation. Les résultats sont illustrés dans le tableau 19. Les
concentrations estimées ne sont pas changé par rapport a la concentration initiale durant le
module Ho. En effet, quel que soit le temps de transport (maximum Pert (0.5;2;4h), les
bactéries est encore en phase de latence, car le temps de latence est toujours plus courte par

rapport au temps de transport.

Pour les autres étapes les concentrations augmentent en fonction de temps et
température. Les concentrations élevées sont observées durant le mois d’Aout. Les résultats

sont similaires aux résultats reportés par Ziane et al. 2019.

Tableau N°19 : Prévalence et concentration de B. cereus dans le fromage apres le transport.

étapes [B. cereus] ufc/mL
Janvier Aout
Min  Max  Médian Min Max Médian
Vente chez le détaillant 0 0.18 0.020 0 0.51 0.24
Transport au foyer 0 0.18 0.025 0 1.75 0.68
Foyer consommation 0 4.9 3.23 0 5.12 4.25

I11. 1. 3. Concentration de B. cereus apres distribution du lait pasteurisation

Les concentrations mensuelles pour I’ensemble de prise (10) étaient estimées a I’aide
d’une boucle de discréte et instruction « Si.....Alors .... » Les concentrations pour ce
scenario peuvent dépasser 5log (ufc/g). Le total de portion dont les concentrations dépassent

5log (ufc/mL) est de 0,0123 par an pour 1’ensemble de prise a partir d’un seul achat.
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Conclusion

Conclusion :

Cette étude réalisée sur le lait de vache pasteurisé nous a permis de connaitre et
d’apprendre la technologie de I’industrie laitiere et en particulier les analyses

microbiologiques effectuées en général.

En raison de sa valeur nutritive et énergétique, le lait de vache occupe une place
importante dans le ratio alimentaire de I’homme puisqu’il va permettre a I’organisme d’attiré

les nutriments essentiels, les vitamines et les minéraux.

Au cours de notre travail, nous sommes intéressés a des analyses microbiologiques du
lait de vache, donc on a fait une estimation de la concentration du B. cereus sur des différentes
étapes de la fabrication du lait pasteurisé a partir de la matiére premicre jusqu’au la
consommation pour voire le changement de la concentration de cette bactérie au cours de ces

étapes.

D’aprés Les analyses microbiologiques il y a la présence de germe recherché avec une
prévalence 95,62%. Les principaux résultats de I’estimation montrent des concentrations

¢levées durant le mois d’Aout. A cet effet, la température reste le facteur a risque.

Alors, 1’étape de transport du (I’industrie laitiére - marché) et du (marché — foyer) est

caractérisée par une concentration élevée par rapport les autres étapes.

Par conséquent, nous recommandons aux entreprises laitieres d’augmenter la
fréquence de ses analyses physico-chimiques et microbiologiques et d’appliquer le systéme de
prévention, de surveillance et d’identification des risques (méthode HACCP) dans la laiterie
au moins une fois par trimestre pour le matériel du laboratoire et une fois tous les six mois
pour 1’équipement de production, aussi respecté les conditions du transport (température —

temps).
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ANNEXES



Annexes :

Milieu de Mossel pour Bacillus cereus

Composition Concentration (g/l)
Peptone 10,0

Extrait de viande 1,0

Mannitol 10,0

Chlorure de sodium 10,0

Rouge de phénol 0,025

Agar 12,0

pH 7,2+0,2

Conservation :

Toutes les flacons doivent impérativement étre bien fermées et stockées jusqu’a la date de
péremption indiquée sur 1’étiquette dans un endroit sec a une température de 15 a 25°C.

Préparation :

500 gramme permettent de préparer 11.6 litres de milieu

Supplément sélectif pour Bacillus cereus

CODE : SR0099

Composition (par flacon)

Polymyxine B 50 000 UI

Emulsion de jaune d’ceuf (100 ml)

CODE : SR0047

Le jaune d'ceuf est ajouté apres stérilisation du milieu a l'autoclave dans le milieu en surfusion
a raison de 10 % environ de I'émulsion & 20 %.

Description :

La gélose MYP est un milieu sélectif et différentiel développé par Mossel et al *. Les
caractéristiques de ce milieu reposent sur le fait que Bacillus cereus n’utilise pas le mannitol
et que la plupart des souches produisent la phospholipase C. le milieu est rendu sélectif par
I’addition de polymyxine B qui inhibe les Gram (-). La gélose MYP est trés efficace pour la
détection de Bacillus cereus et ceci a des taux trés faibles (jusqu’a une cellule de Bacillus
cereus sur 10° cellules de flore compétitive).

Les colonies typiques de Bacillus cereus sont rugueuses, seches, rose-violet, entourées d’un
halo de précipitation de la méme couleur dii au jaune d’ceuf.

Lecture :

Les colonies rouges sont mannitol -. Les colonies jaunes sont mannitol +. Les colonies
entourées d'un halo de précipitation sont lécithinase +. En regle générale, le halo trouble
dépasse le halo clair dd a la lipoprotéase pour Bacillus cereus. Les bactéries cultivant résistent
a la polymyxine. Bacillus cereus est mannitol - et lécithinase +.



Materiels utilisés pour les analyses microbiologiques :

>  Pipettes graduées 10 ml ;
»  Poire

> Tubes a essais en verre ;

A\

Flacon de verre de 500 ml, 1L ;
Boites de pétri ;

Pince ;

Etuves de 30° C ;

Autoclave ;

Bain marré

Vortex ;

Micropipettes 1000 Ul, 100 Ul ;
Les embouts ;

Gants stérilisés ;

pipette pasteur ;

L’anse de platine

Lame

Microscope

Sonde stérile (Spatule stérile) ;
Bec Bunsen ;

Portoir ;

vV Vv Vv Vv VvV ¥V ¥V V¥V VY VvV ¥V V VYV VY VY VYV V¥V

Balance.

Les solutions utilisees : I’cau distillé — I’ecau physiologique ; les colorants (violet de gentiane-
lugol-alcool-fuchsine) ; huile & immersion



