IS N P W | § (SN

THESE

Présentée Devant

L’UNIVERSITE ABOU-BEKR BELKAiD -TLEMCEN
FACULTE DES SCIENCES - DEPARTEMENT DE BIOLOGIE

Pour ’obtention du grade de

DOCTEUR D’ETAT

Mention : Microbiologie des aliments

Par

Boumediene MOUSSA BOUDJ EMAA

Ingénieur Agronome

Inscrit Scus le N® .o

Datt . 4.0 MARS 2815+ e

éme HACCP (Hazard Analysis
Critical Control Points) et de la microbiologie
prévisionnelle a la sécurité sanitaire des

aliments.
Application au cas de BACILLUS CEREUS dans le lait

Jury: Pr M.BENYOUCEF ' Président
Pr M. KIHAL Directeur de thése
Pr Dj. E. HENNI Membre
Dr A. MOUSSAOUI Membre
Pr Dj. SAIDI Membre

EEEEE S

”|||||| I||" lllLIoTiQVE'c

[t . b ]



A ma femme.

Sans son insistance, cette thése n’aurait pas pu
voir le jour.

Tl . { ]



TABLE DES MATIERES

REMERCIEMENTS. ... ctiiieiiniiiieni e tiienensi st sasse s sse s 7
RESUME. ..o iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiaann s ................................. 8
ABSTRACT ..ottt ittt aere e titiirareses et sataes sttt 9
RESUME EN ARABE......cooiiiiiiiiiiiiiiiie et nenes 10
INTRODUCTION GENERALE

1. Présentation de PEtude. ......o.ovnieniiiiiiiiiniiii s 11

2.Objetde Pétude...........cooevniieenenennn. T PP PP P TR 12

1% Partie : DONNEES BIBILIOGRAPHIQUES

I La méthode HACCP. ... ..ot 16
L. 1. TEEOAUCHOM . « et ennentnerasrnsemnernenususesreensaaareansesaass s ea sttt sr s s bt 16

L. 2. HASEOTIQUE. ..o eveevernunnenensaeesseesesiiirarassa s s e s rs s s e s s st b bt 16
1. 3. Les principes du HACCP. .....outuiiiiiiiiiiiiiisesssssecessnsnnn e 17

L. 4. Mise en ceuvre du plan HACCP.......ooiiiiiiiiiiiiiii e 19
1. 5. Le systtme HACCP et le risque AlIMENTAITE. .. v vvievneieerere i 23
1. 6. Le systtme HACCP et les systcmes d’assurance qualité.................... e 24
L 7. Le HACCP et le commerce international ..........coooviiiiiniiiieiiiiiirnee. 25
II. La microbiologie prévisionnelle................ooooiiviinins 27
LI (t qe e i e, Loy ¢ U R R RACECERLRCLELLL 27
11 2. Concept et HISEOTIQUE. .....uvuiererrereceiiiiiiiediiii s 27
IL3. Les différents types de modeles utilisés en microbiologie prévisionnelle ................. 28
114, La démarche de modélisation.........oeuviurrviuneneniiniiiunieineeneeees 29

IL 5. Classes de modeles.......covviiiiiiiiinniiiiiiiiieineen b et a et 29
1L. 6. Modélisation de la cinétique d’inactivation..........ocoviiiininiiieniiin e 34
I1.7. Application de la modélisation microbiologie alimentaire ............coocoviiniiiiiinenn. 36

11. 8. Microbiologie prévisionnelle et HACCP..........ooiiiiiiiiinieiiiiii e 36

1

Il ] -



TIL BACIIIUS COIFQUS...........c..oeeveeeneieeeeiin ittt ettt ee e e 38

11l 1. Principales caractéristiques de Bacillus cereus ..........coovviveiiiiiiiiiiiiininnneene 38

111. 2. Bacillus cereus : sporulation et germination............c.oeeiviiiiiiiiiinn 41
11I. 3. La pathogénécité de Bacillus cereus ..................... et aaas 42
IIL. 3. 1. Les infections gastro-intestinales .........ocoveveneeniiniiiiiiie 42

I11. 3. 1. 1. Le syndrome diarrhéique et I’enterotoxine .............oeerivierrieeriinnnniiimnn 42
111 3. 1. 2. Le syndrome émétique et la toxine €metisante ...........ooevviieeneeiiiniinnininn 43
I11. 3. 2. Les infections non gastro-intestinales ............ocoeiiiiiiiiiniin. 44
I11. 4. Bacillus cereus et I’industrie 1aiti€re.........ocoiiiiiriiiiiiiini 46
2" partie : MATERIEL ET METHODES

I. Les analyses microbiologiques ..............ccooviiiiiiiiiiii 47
1.1. Evaluation de la contamination microbienne du fait ............coooiiiiiiii 47
I.1.1. Lelaitalasortiede lamamelle.........coceiiiiiniiiiiiiiiii e 47
I. 1. 2. Le lait 4 la sortie de lamachine A traire .........cocoveiiiiiniiiiiiiiiiiii 47
I.1.3.Le laitalaréception A 'unité ........oooimiiiiiiiiiiii .47
I. 1. 4. Le lait avant pasteuriSation ...........oeeuvieuiiirnenneiniiiii 47
L. 1. 5. Le lait aprés conditionnement ............vveeieiiiiiiiiniiiii 47

1. 2. Evaluation des différentes sources de contamination..........occeveevveicnininini. 48

I.2.1. Lapeaudes mamelles.........oooiiiiiiiiiiiiiiinii 48

1.2, 2. Lamachine @ traiT. ... ueueereneerineneereninteitieaneeaneasaeoneotateieiaetitreereienns 48
1.2.3. Lacuve de SEOCKAEE «..ovuvvrinieniniiniiiiiineie ettt ee 48

| BT N LT IO OO U PRSP PP PP P RS 48

I.2.5. L’ambiance des é1ables........ovriiiiiiererniiiiiiiiii i 48

1. 3. Transport et préparation des échantillons.............c.oooviiii 48

1. 4. Les différentes flores microbiennes dénombrées ..........5 ..o, 48

O D P 4 0 (o 0172 (=T g P P P PR TR 49
L. 4. 2. 1a flore thermoréSIStANIE ... ..vvverrreeeniririiiirirrrereirieieeraenerasiiisitstiitiiiesisan 49

1. 4. 3. la flore pSychrotrophe.........cooiiviiiiiiiiniinii 49
L 4. 4. BACIIIUS COPOUS. ... ..uvenreneneeneeneen ettt ittt eitettteataasataes stenestsitsasitiasnsnts 49

T L L 1]



L 5. 1. Isolement des SOUCHES . .......vvvrrrrmneunrnrnssnnisn s ss st 51
L 5. 2. Conservation des SOUCRES. ... .covrrunniiiriiirerieiiriin et 51
L 5. 3. Les tests utilisés pour I’identification des souches de Bacillus cereus.................... 51

II. Etude de Peffet des facteurs environnementaux sur la croissance de Bacillus

COIEUS. v vseen e e e eaam e e e s eseeeeeaa s ee e e e en b r st e e b Lt eSS 53
1. 1. Description des conditions de BT LTt ¢ TR TR 53
T 1. 1. MilIEUX Q€ DASE. ..vvnnnseerrrrrrirnemiisimanssrsesssssranisss st 53
IL1. 2. Description de facteurs tudi€s. .......ccvvvererirrnirnemmnenrreerrrrese s 53
11.1.2. 1. Température. ........ccoeoeeeeeneees TP UPPPPPPPPRSPTPPRRTE 54
T1 1,20 20 PH et ettt e e et 54
TE 1 2. 30 AWouuneeeeeeeeeeeeeeeeeenesaa s st e e e a s s s st e s 55
TL 2. MEthOOLOZIE . .evveeenrssrernmirineinre e e et s 55
I1. 2. 1. Préparation des suspensions dE SPOTES. ..vuvviererrerernrunnirrss e 55
I1. 2. 2. Préparation des milicux de base. .......coovvviriiiiiimrrennninninen e 55
11 2. 3 TNOGUIALION. ¢ vvvveveeneeranneeseamsaneeraa s e s sss s st ss st 56
1L 2. 4. Evaluation de la population miCrobIeNNe. .....oeeererrrrrrurrrrrrrmermrmmrrrrerenseseees 56
IL 3. Modélisation de croissance de Bacillus CEreus ..........ocouurrerermerenmnmmrerenennnene: 56
iL. 3. 1. Modélisation de croissance de Bacillus cereus par un modéle primaire.. ............. 56
1. 3. 2. Modélisation des taux de croissance par un modéle secondaire .........oeeeiiiiinnn 56
1. 3. 3. Modélisation de I’effet de 3 facteurs environnementaux sur la croissance............. 57
1L 3. 4. Méthode d’aJUSIEMENL. ... . .uvuvunurriennraaesserestrnnrra s 57

I1I. Etude de Peffet des facteurs environnementaux sur la thermorésistance de Bacillus

COP@US .+ svee s e e s ase s e aas e e e s e e e e e ca s s e s s st e s et s s s et 57

1I1.1. Description de facteurs €tudi€s. .......c.oooevvirmaneeeee TP OO UPOTTP PRSP 58

1IL 2. Détermination de 1a Thermorésistance. ........ouuvieeeerimminnmmmminnermrunnmmreees 58

[L. 3. Incubation et dénombrement des SUEVIVAILS .+ v veeverrnrneneressesenaorenarnsnsussssnanssees 58

TIL 4. Calctl dE D €t Zo.ovuuneeeernennerrririiniin e erriiis e sttt s 58

1L 5. Modélisation de la thermorésistance de Bacillus Cereus .....c.ovovnenenermeeeneiiinnnnnns 59
3

Co Ve ) L



L e SRt okl osdMes Rl ——e————

TV, Les 10giciels UGISES. .. .ovvverennreainnrsarnsss s 60
3m¢ partie : RESULTATS ET DISCUSSION

I. Résultats des analyses microbiologiques ..............cooiciiiiiiiiiiiinee 62
1.1. Evaluation de la contamination microbienne du lait .....0c..ooviiiiiriinreeenns 62
L1, 1. La flore tOAI€. . .. v uireeneen et e et 62
I.1.2. La flore pSychrotrophe .........ccouviiiiiiiiinnniiiniiiiseni e 63

L. 1. 3. La flore thermorésistante. . ... «....ovivurimmeeneivinrmriierret et 63

L 1. 4. BACIIUS CEF@US .. envnenrnenenenaninie ettt tes it sas ettt sttt sttt 65

L. 1. 5. Discussion des résultats relatifs & Bacillus Cereus ..........c.cocovuerninrininnerenenn 66

1. 1. 6. Le analyses microbiologiques du lait cru : CONCIUSION. ..eiveveiiii e 70

1. 2. Résultats et discussion des analyses microbiologiques du lait au niveau de la laiterie...71

11. Mise en place de la démarche HACCP au niveau des fermes...........ooooviieiieinnnn. 73
1L 1. Audit sanitaire des fermeES. .. .ouiuenereierininiireeie et i 78
I1. 2. Définition du champ d’étude et Constitution de I’équipe HACCP ........ooooevienninnns 78
11. 3. Description du produit ........ooeueiiinine 79
IL 4. Identification de I’ utilisation attendue du produit..........ccocoeeeiiiiiiiiiiin 79
I1. 5. Construction du diagramme de fabrication.............coooiiiiii 81
IL 6. Analyse des dangerS........ceuuevirruneerneiriiiiriieiire et 85
IL 7. Détermination des CCP. ... vir it 94

1L 8. Etablissement des limites critiques, systéme de surveillance et actions correctives......97

111. Application de la méthode HACCP Au complexe laitier Mansourah

pour la production du lait pasteurisé................o..ooi 105
IIL1. L’audit qualité préliminaire....................... e 105
I11.2. Proposition d’un plan HACCP.........ceiiiiiiiiiiiin 109
111 2. 1. Définition du champ d’étude et Constitution de I’équipe HACCP................... 109
111.2. 2. Description du Produit «..........v.ovvrreerrrreeees. e, 109
111. 2. 3. Identification de ’utilisation attendue du produit...........ooovviiiiiinninn 114
I11. 2. 4. Elaboration du diagramme de fabrication.............cocoovenniinn 115
I 2. 5. Analyse des dangers. .. ........veuvieiineiniinineri e 118
I 2. 6. Identification des CCP......ovvviiiiiiiiiiii 122

(Y || L 1



.
-------
------
-----------------
.........
........
.......

1iL. 2 7. Etablissement des limites Critiques m
11L. 2. 8. Etabhssement d’un systeme de UEVEIIANCE. L veeevveresenneseemenmsssers st

111 2. 9. Etablissement d’un plan P ACHONS COMECHIVES. .o rvervnrrsmaresneressnsern ettty 122
TIL 2. 10, VEEHCAtONS. . veeereesnresssrssursnsssnsssssssnnssasss st s T 122
IIL 2. 11. Revue du systéme HACCP........ooiverneiiienne e 123

111 3. Discussion : les limites d’application du systéme HACCP dans la filiere lait..........127

IV. Application de la microbiologie prévisionnelle a I’étude de croissance
@ B. COPCUS ..o oeeneeeneressaaese s esi s s e s s s e st a s sttt s s s as st e 131

IV. 1. Modélisation de croissance de Bacillus cereus par le modele de Gompertz .............131

IV. 2. Paramétres de croissance de B. cereus selon les donnés du logiciel PMP............... 137

1V. 3. Description de I’effet de la température sur le taux de croissance de B. cereus.........146

IV. 4. Description de Ieffet de la température, du pH et de activité de I’eau................147

IV. 5. DiSCuSSION GENETAIE. .. ..uuiiuuiiriirii ettt 149
V. Résultats et discussion d I’étude de la thermorésistance de B. cereus................... 154
CONCLUSION GENERALE. ...t e, 162
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES.......c.ocooiiiis 165
ANNE XE S oo e e et et ettt et e e ettt a e 193
5
REMERCIEMENTS

Au terme de ce travail, je tiens a remercier toutes les personnes qui m’ont aidé.

Le Professeur Mabrouk KIHAL, Directeur du laboratoire de Microbiologie appliquée de
I’Université d’Es-Senia — Oran, pour avoir accepté, de diriger cette thése ainsi que pour son
inconditionnelle confiance. Son accueil toujours simple et sympathique a été pour moi une source

A’encouracement.



RESUME

L’objectif de ce travail consiste en ’application des principes du syst¢tme HACCP et
de la microbiologie prévisionnelle 4 I’amélioration de la sécurité sanitaire des aliments. Pour

ce faire I’étude a été appliquée au danger « Bacilllus cereus » dans le lait cru et pasteurisé.

La premiére partie a porté sur I’évaluation de I’incidence de la flore de Bacillus cereus

dans le lait cru et la recherche des principales sources de contamination. Les échantillons de
laits provenant de fermes de I’Ouest algérien ont été analysés. Les résultats obtenus montrent

que I’incidence de Bacillus cereus dans le lait cru est élevée.

Un plan HACCP a été congu pour son application aux fermes et montrer son impact sur

le niveau de contamination du lait cru par les spores de Bacillus cereus. Au vu des résultats,

les conditions préalables a Iinstallation d’une telle démarche ne sont pas réunies. Si I’apport
des principes du systéme HACCP a la sécurité alimentaire est reconnu, sa mise en ceuvre
pratique dans I’environnement laitier étudi¢ ici reste difficile et dépend de beaucoup de
contraintes. Le méme constat a été observé au niveau du complexe laitier Mansourah de
Tlemcen. Il faut d’abord mettre en place les préalables a cet outil de gestion en particulier, les
bonnes pratiques de fabrication et les bonnes pratiques d’hygiéne qui permettent de diminuer
le nombre des CCP a maitriser. La littérature relative 8 PHACCP n’est pas adaptée a
’environnement des pays en développement comme I’ Algérie.

L’apport de la microbiologie prévisionnelle est concret. Elle permet un gain de temps
‘mais ne répond pas encore a toutes les questions des utilisateurs ; le développement rapide des
bases de données comme le ComBase et des logiciels comme le Pathogen Modelling
Program, le Food Micromodel et le Sym’previus permettront de rapprocher les modeéles de la

réalité industrielle.

Mots clefs: séurité alimentaire, HACCP, microbiologie previsionnelle, lait cru, lait

apsteurisé, Bacillus cereus.
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Bacillys cereus in raw milk js high.

A HAC i

Al CP plan was conceived to the firm and to show jis impact to the level of
contamination of the rgy milk by the spores of B |
prerequisites to the installation of such a step are
of system HACCP to food safety s obvious,

environment remains diffj

acillus cereys, Within sight of the results, the
not met. Ifthe contribution of the principles
its practical implementation in the dairy

cult and depends on many constraints. The same report was

observed with the dairy complex “Mansourah” de Tlemcen, It is initially necessary to think of

setting up the preconditions to this tool in particular, Good Manufacturing Practice and Good
Hygiene Practice who allow decreasing the number of the CCP to be controlled.

During the last ten years, much work was published relating to the HACCP. The
majority of these publications are not adapted to the conditions of the developing countries
like Algeria.

The contribution of predictive microbiology is concrete. It allows a saving of time but does
not answer yet all the questions of the users; the fast development of the data bases like
Combase and of the software like Pathogen Modelling Program, Food Micromodel and Sym'

previus will make it possible to bring closer the models to industrial reality.

Key words: Food safety, HACCP, predictive microbiology, raw milk, pasteurised milk,

Bacillus cereus.
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INTRODUCTION GEN ERALE

1. Présentation de Pétude

La sécurité alimentaire demeure |a préoccupation majeure des pouvoirs publics et des
consommateurs. Les maladies d’origines alimentaires sonf en fait trés nombreuses. Selon
’OMS (1997), pas moins de 163 millions de cas de toxi-infections alimentaires par an sont
recensés, d’aprés cette organisation, il ressort de certaines enquétes que les toxi-infections
alimentaires sont peut-étre 300 & 350 fois plus nombreuses que ne I'indique le nombre des cas
signalés. Des centaines de millions de personnes dans [e monde souffrent de maladies
provoquées par la contamination des aliments parmi lesquels le lait et les produits laitiers. Les .
pays en développement sont les plus touchés. Les quelque 1,5 milliard d'épisodes de diarrhée
observés chaque année chez les enfants de moins de cinq ans et provoquant plus de 3 millions
de décés donnent une idée de I'ampleur du probléme. Par ailleurs, on estime que 70% des
épisodes diarrhéiques chez les enfants sont d’origine alimentaire et 20 a 50% des 4000

millions de personnes qui voyagent chaque année souffrent des maladies d’origine alimentaire
(OMS, 1997).

Le colt social et €conomique de ces ¢épidémies est toujours élevé. Ce coit élevé

explique le poids important que ces €pidémies représentent dans une démarche de santé

publique (Nortermans, 1999).

Face a la recrudescence des intoxications alimentaires (FAO, 2003), I’industrie agro-
alimentaire doit étudier et contrdler le développement bactérien pour assurer la sécurité
microbiologique des aliments. Des traitements physiques ou chimiques sont appliqués aux
aliments pour détruire le plus grand nombre de bactéries pathogénes présentes dans I’aliment
ou inhiber leur développement. |

En dépit d’immenses efforts en faveur de la qualité hygiénique des produits, les toxi-
infections alimentaires collectives se succédent et ont ébranlé la confiance des citoyens dans
la capacité de ’industrie alimentaire et des autorités a garantir leur sécurité alimentaire. Les
consommateurs sont devenus plus exigeants. 1ls préférent une alimentation sans risque, de
qualité variée et riche en produits frais.

L’évolution des modes de conservation a Joué un réle fondamental dans I’amélioration
de la maitrise des risques. Le 19°™ siécle a été marqué par la pasteurisation, qui permet

notamment de lutter contre les maladies transmises par le lait. Le début du 20°™ siecle

11
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s’accompagne, quant a lui, d’énormes progrés dans le domaine de la physique et de la mise au
point de systemes de réfrigération de plus en plus performants. Aujourd’hui, la chaine du

froid, représente un mode de conservation efficace pour la plupart des produits périssables.

2. Objet de ’étude

La salubrité des aliments occupe une place de plus en plus importante dans la santé

publique. La cinquante-troisiéme session de I’Assemblée mondiale de la Santé en I’an 2000 a
reconnu que la salubrité des aliments était une priorité pour ’OMS.
Les maladies diarrhéiques, dont la plupart ont pour origine la consommation d’aliments ou
d’eaux pollués, sont responsables de la mort de millions de personnes. Les toxi-infections
alimentaires, comme les listérioses, les salmonelloses, les yersinioses, le botulisme et les
mycotoxicoses, peuvent provoquer malformations foetales, arriération mentale, avortements,
dommages organiques, arthrites réactionnelles, paralysie et cancer.

Les éléments qui peuvent rendre un produit alimentaire toxique sont nombreux mais la
plupart des maladies d’origine alimentaire sont dues a des microorganismes. Aujourd’hui il
apparait que le risque microbiologique est le plus difficile a maitriser.

Les toxi-infections alimentaires collectives successives et parfois spectaculaires ont
¢ébranlé la confiance des citoyens dans la capacité de I’industrie alimentaire et des autorités a
garantir leur sécurité alimentaire. Le consommateur est devenu plus exigeant. Face a cette
recrudescence, l’industrie agro-alimentaire doit étudier et controler le développement
bactérien pour assurer la sécurité microbiologique des aliments. Parmi les aliments, Les
produits laitiers sont préparés et consommés partout dans le monde aussi bien par les enfants,
les personnes agées que les personnes immunodéprimées qui représentent un groupe a risque.
Les bactéries sporogénes aérobies représentent un probléme certain dans le processus de mise
a la consommation de ces produits car leurs spores peuvent survivre a de nombreux
traitements. Les organismes pathogénes qui peuvent étre associés aux produits laitiers
‘comme les salmonelles, les yersinia, les staphylocoques et plus regemment Listeria
monocytogenes, représentent un risque potentiel en industrie laiticre.

A cdté de ces bactéries, les genres Bacillus et Clostridiam peuvent induire la formation
de spores lorsque les facteurs nutritionnels deviennent limités ou I’environnement devient
’\stressant. En général, les spores sont résistantes aux traitements de la pasteurisation. Dans
&ertains cas, elles peuvent étre également activées par de tels traitements et peuvent causer

la détérioration du produit ou étre a I’origine de problémes sanitaires apres leur germination.

12
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Bacillus cereus est un micro-organisme sporogeéne pathogéne opportuniste. Il est,
depuis longtemps, connu comme un contaminant habituel du lait; son activité qui se
manifeste dans la détérioration de la créme est familiére & beaucoup de monde. La présence
de Bacillus cereus dans le lait pasteurisé et dans les produits laitiers peut résulter du chauffage
insuffisant et/ou d’une recontamination aprés la pasteurisation par la germination des
spores activées thermiquement, qui peuvent causer des infections ou des intoxications plus
ou moins séveéres par la production de toxines. 1l est donc important de connaitre I’effet des
conditions environnementales sur le comportement des spores de Bacillus cereus.

Les maladies dues & Bacillus cereus sont citées réguliérement dans les relevés
épidémiologiques annuels de part le monde, en moyenne a raison d’un foyer annuel, parmi
plusieurs centaines de foyer dont I'immense majorité est due a Salmonella et a
Staphylococcus (Pan et al., 1997). Bacillus éereus est considéré a tort comme un responsable
mineur de toxi-infections. En fait, ce microorganisme provoque des syndromes d’une forte
similitude avec d’autres maladies alimentaires plus fréquentes et qui sont dues & Clostridium

perfringens et a Staphylococcus aureus. Un certain nombre de foyers dus a Bacillus cereus

passent donc inapergus. De plus, et contrairement a ces bactéries Bacilus cereus ne fait pas

partie des bactéries recherchées en routine, il interviendrait trés certainement pour une bonne
part dans les cas déclarés comme étant d’origine inconnue.

Actuellement, on constate un besoin d’augmenter la durée des produits laitiers
pasteurisés tout en préservant la sécurité¢ du consommateur. D’aprés Ravanis et Lewis (1995),
les facteurs qui influencent la qualité microbiologique du lait pasteurisé sont les suivants : la
qualité du lait cru, le traitement thermique appliqué, la contamination aprés pasteurisation et
la température de stockage du lait pasteurisé. L’application du systtme HACCP pourrait aider
a maitriser la qualité des trois derniers facteurs. En effet, I’inspection du produit final ne
pouvant fournir une telle garantie, la sécurité et la qualité reposent de plus en plus sur la
démarche HACCP qui vise a maitriser systématiquerent I’incidence microbiologique de tout
ce qui, dans le processus de mise a la consommation, peut contribuer a la destruction ou a la
multiplication des contaminants.

Cette démarche est facilitée par la connaissance du devenir des micro-organismes en
fonction d’un certain nombre de facteurs: c’est le domaine de la microbiologie
prévisionnelle. La prévision se réalise par I’utilisation de mod¢les, c’est a dire d’un systéme
établissant une correspondance entre un ensemble de conditions et une cinétique d’évolution

de la population microbienne significative. La connaissance des caractéristiques de la
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population initiale et des conditions dans lesquelles elle est placée, permet alors de prévoir
son évolution pendant la durée de vie du produit.

Appliquée au lait, la microbiologie prévisionnelle permet alors de prévoir sa durée de
vie. En respectant une hygiéne rigoureuse limitant la contamination initiale, I’application
d’une réfrigération précoce et rapide permet d’augmenter la durée de conservation du lait, en
retardant les phénomenes d’altération microbienne tout en laissant apparaitre les qualités
organoleptiques recherchées.

McKellar et Lu (2003) rapportent que la microbiologie prévisionnelle est un sujet
d’actualité qui a fait I’objet de divers articles de synthése, d’ouvrages et de numéros spéciaux
de revues internationales.

Le présent travail est une étude globale relative a 1’application des principes du
systtme HACCP et de la microbiologie prévisionnelle a ’amélioration de la sécurité sanitaire
des aliments : une approche relativement nouvelle en Algérie. L’objectif, ici, reste la maitrise
de la qualit¢ microbiologique et hygiénique du lait cru et pasteurisé produit dans I’Ouest

algérien. En particulier I’incidence de la flore de Bacillus cereus.

En Algérie, la production laitiére annuelle avoisine 1,7 milliard de litres parmi lesquels
seuls moins de 100 millions sont collectés pour étre transformés au niveau du secteur
industriel. Le reste est destiné a ’autoconsommation ou au marché informel. Ces derniéres
annees, les autorités algériennes ont lancé un ambitieux programme de développement de la
production laitiére locale incluant des mesures d’incitation a I’'amélioration de la qualité du
lait cru et des conditions de sa collecte (Bencharif, 2001). Le taux d’intégration du lait cru
local en industrie laitiére reste encore faible. Pour la wilaya de Tlemcen, ce taux a été de 20%

environ ces derniéres années (tableau n°1)
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Tableau N°1: Evolution du cheptel bovin et de la production laitiere dans la wilaya de

Tlemcen de 1994 a 2003 (source : direction des services agricoles de Tlemcen)

.

Taux
Total lait produit  lait collecté i
Total d’intégration
Année Vaches (milliers de  (milliers de
Bovins en industrie
laitiéres litres) litres)
(%)
1994 24180 15150 23910 4182 17,49
1995 22480 13500 - 25856 7742 29,94
1996 19220 11400 24902 8973 35,91
1997 18370 10500 21675 7685 35,45
1998 18940 11100 21252 5093 23,96
1999 23600 11500 25600 5983 23,37
2000 23200 11520 27000 7164 26,53
2001 27500 16550 39400 7282 18,48
2002 25200 15500 33980 7160 21,07
2003 26700 15720 36000 6085 16,90
15
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I. La Méthode HACCP :

1.1. Introduction

Le systtme HACCP, (Hazard Analysis Critical Control Point), en frangais « Analyse
des dangers-points critiques pour leur maitrise » est un systéme qui définit, évalue et maitrise
les dangers qui menacent la salubrité des aliments. Un danger selon le systtme HACCP est
défini comme un agent biologique, chimique ou physique ou état de I’aliment ayant
potentiellement un effet nocif sur la santé. Un point critique pour la maitrise (CCP) est le
stade auquel une surveillance peut étre exercée et est essentielle pour prévenir ou éliminer un
danger menagant la salubrité de I’aliment ou le ramener a un niveau acceptable (Codex .
Alimentarius, 1997). Le systétme HACCP -est en fait une démarche préventive, spécifique
permettant d’assurer la qualité et la sécurité des denrées alimentaires dans le cadre d’une
démarche qualité globale (Ehiri et al., 1995). Le systéme garantit une gestion efficace de la
salubrité des aliments, il recherche les dangers puis prévoit des contrdles pour veiller a ce que

le produit ne soit pas nuisible a la santé du consommateur.

I.2. Historique

Le HACCP n’est pas un nouveau concept, les premiers articles scientifiques traitant du
sujet datent du début des années 1970 (Bauman, 1974). A I’origine, le concept du HACCP a
été développé en 1959 comme un systéme de sécurité microbiologique par la société
Pillsbury, la National Aeronautics and Space Administration (NASA, Etats-Unis) et les
laboratoires de I’armée américaine, au tout début du programme américain de missions
spatiales habitées, parce qu’il était vital d’assurer I’hygiene alimentaire des astronautes
(Hartmann,1997). A cette époque la plupart des systémes de qualité et de sécurité alimentaire

étaient basés sur le contrdle du produit fini.

| En 1969 le systeme est approuvé par le cémité de I’hygiene alimentaire du codex
alimentarius ( CAC/RCP 1-1969) révisée en 1993 puis en 1997 (Mortimore, 1998)

En 1985, le sous-comité des critéres microbiologiques des aliments de [’académie
nationale américaine des sciences I’a approuvé (MCMeekin et Ross, 2002)

En 1989, cette méme société savante a publié pour la premiere fois « HACCP
principles for food production » |

En 1991 a eu lieu le premier stage de formation sur le systéme HACCP en France. Il

fit I’ceuvre de I’association Asept
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En 1993, Le systtme HACCP a été introduit en Algérie suite a un accord-programme
de coopération algéro-canadien d’amélioration de la sécurité microbiologique des aliments. 11
a été confié coté algérien au centre algérien du controle de la qualité et de I’emballage
(CACQE). Pour des raisons diversement appréciées, ce programme n’a pas eu les retombées
escomptées.

A partir de la fin des années 1990, le systéme est devenu quasiment incontournable.

Méme, P’organisation mondiale de normalisation (ISO) lui a consacrée une norme ( la future

norme 1SO 22000 ).

1.3. Les Principes du HACCP

A la base, le systtme HACCP repose sur le principe fondamental selon lequel les |

risques pour la salubrité des aliments peuVent étre soit éliminés, soit réduits au minimum
grice a la prévention au stade de la production plutot que par I’inspection des produits finis.
Son objectif est de prévenir les risques le plus tot possible dans la chaine alimentaire
(Khandke et Mayes, 1998).

Le HACCP est systématique et implique nécessairement trois éléments de base (Jouve,
1993)
- L’identification et l’analyse des dangers: points a maitriser. (1 phase): Consiste a
acquérir une connaissance parfaite du produit, des conditions dans lesquelles il est fabriqué ou

obtenu, et de la fagon dont il est utilisé par le consommateur ;

- La maitrise des étapes ot ces risques sont critiques. (2™ phase): Elle est la phase clé de la
méthode, qui lui donne son nom et sa raison d’étre : Elle consiste a analyser les dangers, et a

définir les points critiques, ainsi que les limites admissibles pour ceux-ci dans le contexte de

I’étude du danger ;

- La surveillance et I’évaluation des mesures préventives mises en place. (3™ phase): Enfin,
elle permet de situer [’utilisation de la méthode HACCP dans I’ensemble des actions
d’ Assurance Qualité de I’entreprise, en mettant en ccuvre une vérification, une documentation

et une adaptation permanente du systéme.

1Y

Conformément aux recommandations du Codex Alimentarius (Codex Alimentarius,
1997), le HACCP repose sur sept principes (tableau N°2) qui définissent comment établir,
réaliser et assurer le suivi du plan HACCP pour I’opération a étudier. Le découpage formel
du HACCP en 7 principes n’est pas une norme et on trouvera dans la littérature des

descriptions de la méthode présentant des segmentations différentes.
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Tableau N°2 : Les principes du syst¢tme HACCP (selon le Codex Alimentarius, 1997)

Principe 1

Procéder a ’analyse des dangers: ldentifier les dangers éventuels associés a la
production alimentaire a tous ses stades, évaluer leur probabilité d’apparition

(risque) et identifier les mesures préventives nécessaires a leur maitrise.

Principe 2

Déterminer des points Critiques pour la maitrise (CCP) : les points, procédures
ou étapes opérationnels qui peuvent étre controlés pour éliminer les dangers ou

minimiser leur probabilité d’apparition.

Principe 3

Etablir les limites critiques pour les mesures préventives associées a chaque
CCP: Les limites Critiques doivent impliquer la prise en compte d’un parametre

mesurable et doivent étre retenues comme la tolérance absolue pour les CCP.

Principe 4

Etablir les exigences de surveillance des CCP et établir les procédures a partir
des résultats de la surveillance pour ajuster le procés et maintenir la maitrise.

L’équipe HACCP doit spécifier ’exigence de surveillance pour la gestion des
CCP et ce conformément avec les limites critiques ce qui implique de décrire les
actions de surveillance spécifiques accompagnées de la fréquence et de la

responsabilité.

Principe 5

Etablir des actions correctives a appliquer quand la surveillance indique une
déviation par rapport a la limite critique établie. Des procédures d’actions
correctives et les responsabilités pour leur mise en application nécessitent d’étre
spécifiées. Ceci inclut des actions visant a retrouver la maitrise du proceéss et des

actions de traitement des produits manufacturés lorsque le process est hors de

contrdle.

Principe 6

Etablir les procédures de vérification du bon fonctionnement du systeme
HACCP. Des procédures de vérification doivent étre développées pour la
maintenance du systtme HACCP et pour s’assurer qu’il continue de fonctionner

efficacement.

Principe 7

Etablir des procédures d’enregistrement efficaces
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I. 4. Mise en ceuvre pratique du HACCP

Selon les directives é€laborées par le Comité de I’hygiéne alimentaire de la
Commission du Codex Alimentarius, la méthode recommandée pour la mise en oeuvre d’un
programme HACCP passe par le déroulement d’une série de 13 étapes correspondant a4 un
plan de travail (Figure N°1).
Etape 1 : La Constitution de I’équipe HACCP

Une équipe multidisciplinaire composée de représentants des départements de la
production, des installations sanitaires, de la maitrise de la qualité et de la microbiologie
alimentaire. Chaque membre de 1’équipe est chargé de segments spécifiques de la chaine
alimentaire devant étre couverts par le systtme HACCP et oeuvrer au développement du
systeme décrit a partir de 1’étape 2. La direction doit accorder un appui total a cette équipe.
Etape 2 : La description du produit

Apres avoir défini le champ de I’étude, le travail de I’équipe commence par la
description du produit pour lequel le plan HACCP va étre élaboré. Cette description doit étre
compléte et couvrir la composition du produit, sa structure, ses conditions de transformation,
son conditionnement, ses conditions de stockage et de distribution, sa durée de conservation et
son mode d’emploi.
Etape 3 : Détermination de I’utilisation prévue du produit

Il faut identifier l'utilisation prévue du produit par l'utilisateur final ou le
consommateur. Le lieu de vente du produit et son groupe cible doivent étre définis (par ex.
restaurants de Collectivités, maisons de retraite, hopitaux, etc.).
Etape 4 : Etablissement d’un diagramme des opérations

On examine de pres le produit/processus et on établit un diagramme des opérations sur
lequel s’appuiera I’étude HACCP. Quel que soit le format choisi, on étudiera toutes les étapes
du processus — y compris les retards pendant ou entre les étapes, entre la réception de la
mati¢re premiere et le placement du produit fini sur le marché - dans I’ordre. On les présente
sous forme de diagramme détaillé assorti de suffisamment de données techniques. Dans le
diagramme, on peut également refléter le mouvement des matiéres premiéres, des produits,
des déchets, les locaux de travail, la disposition de 1’équipement, le stockage des produits et

leur distribution, et les mouvements ou rotations d’employés (Panicello et Quantic, 1998).

19

[ BT 1] . e



Figure N°1 : Séquence logique d’application du systéme HACCP

(Codex Alimentarius, 1997) \

[CONSTITUER L’EQUIPE HACCP}

.

IDEFINIR LE CHAMP D’ETUDH]

[DECRIRE LE PRODUIT]

!

{{DENTIFIER L’UTILISATION ATTENDUE DU PRODUIT]

|

[ETABLIR UN DIAGRAMME DES OPERATIONS]

!

[CONFIRMER LE DIAGRAMME DES OPERATIONS]

!

[ANALYSER LES DANGERS)

;

[[DENTIFIER LES CCP|

'

{POUR CHAQUE CCP, ETABLIR LES LIMITES CRITIQUESI

’

[ETABLIR UN SYSTEME DE SURVEILLANCE]

|[ETABLIR UN PLAN D’ACTIONS CORRECTIVES]

|

[ETABLIR DES PROCEDURES DE VERIFICATION|

v

[ETABLIR DOCUMENTATIONS ET-ENREGISTREMENTS]

'

[REVOIR LE SYSTEME HACCP]

| .

[DOCUMENTER LE SYSTEME HACCP (MANUEL HACCP)
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Etape 5 : Confirmation in situ du diagramme des opérations

L’équipe HACCP devrait comparer en permanence le déroulement des activités au
diagramme des opérations et, le cas échéant, modifier ce dernier.
Etape 6 : Conduite d’une analyse de dangers

Dans ’analyse des dangers, trois étapes sont importantes (Bariller, 1996) : a I’aide du
diagramme des opérations, 1’équipe doit dresser la liste des dangers — biologiques, chimiques
ou physiques — auxquels on peut raisonnablement s’attendre i chacune des étapes du
processus et les causes associées. Evaluer le risque et enfin décrire les mesures préventives
qu’il convient de prendre pour maitriser les dangers.
Etape 7 : Détermination des points critiques pour la maitrise

Pour cela, le codex alimentarius recommande d’utiliser I’arbre de décision avec des
réponses de type "oui" ou "non" pour déterminer les CCP (Figure N°2).
Etape 8 : Choix des seuils critiques pour chaque CCP

Des seuils critiques pour chaque CCP doivent étre déterminés. Ces seuils sont
généralement‘ calculés a partir des spécifications énoncées dans la législation d’un pays
relative a I’alimentation ou dans les normes nationales ou internationales (par exemple, les
niveaux d’humidité dans le lait en poudre, ou les seuils de pH et de chlore dans I’eau potable).
Lorsque les limites ne sont paS tirées des normes réglementaires ou des directives existantes et
valables pour les bonnes pratiques en matiére de fabrication, I’équipe HACCP devrait se
prononcer sur la validité de telles limites par rapport a la maitrise des risques et aux points
critiques pour la maitrise identifiée.
Etape 9 : Mise en place d’un systéme de surveillance pour chaque CCP

La surveillance est la mesure ou I’observation d’un CCP entreprise pour déterminer la
conformité par rapport aux seuils critiques. Les procédures de surveillance doivent permettre
de déterminer, s’il y a lieu, la perte de maitrise au CCP (par exemple une maitrise insuffisante
de la température susceptible d’engendrer des erreurs dans le fonctionnement d’une unité de
pasteurisation dans une fabrique de produits laitiers). La surveillance des CCP doit étre
effectuée rapidement, car il s’agit par la suite d’un processus linéaire.

D’apres, Mortimore et Wallace, (1998), le programme d’observation ou de mesure
doit indiquer de fagon adéquate et pour chaque point critique : qui va se charger de la
surveillance et du contrdle ; quand la surveillance et le contrdle vont avoir lieu et comment la

surveillance et le contréle vont étre effectuds.
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Tous les relevés et comptes rendus résultant de la surveillance des CCP doivent étre

signés par la (ou les) personne(s) chargée(s) des opérations de surveillance.

Figure N°2 : Exemple d’un arbre de décision permettant de déterminer les CCP
(Codex Alimentarius, 1997)

dl
X

Q1 :| Des mesures de controle existent-elles?

| l

Oui Non [Modifier I’étape, le process ou le produitl

l A

[ Le contrdle a cette ¢tape est-il nécessaire pour la sécurité
Non Oui

'

v Stop*

Q2: Cette étape est elle spécialement congue pour éliminer
le risque ou le réduire & un niveau acceptable ?

' |

Non Oui

!

Q3 : une contamination peut elle intervenir a cette étape ou le danger
Peut il s’accroitre jusqu'a un niveau inacceptable ?

l |

Oui Non

l

Stop*

Q4 : Une étape ultérieure peut elle éliminer le danger ou
en réduire I’occurrence a un niveau acceptable ? :

l v
l [C’est un CCI—’I
Oui Non

[
»

* L’étape n’est pas un CCP, passer a I’étape suivante ou au danger suivant
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Etape 10 : Prise des mesures correctives '

L’équipe HACCP doit adopter des mesures correctives et les documenter dans le plan
HACCP pour chaque CCP, afin que les écarts puissent étre corrigés le cas échéant. Ces
mesures correctives devraient inclure :

- L’identification adéquate de la (ou des) personne(s) responsable(s) de la mise en ceuvre
d’une mesure corrective ;

- Les mesures nécessaires pour corriger |’écart constaté ;

- Les mesures a prendre au sujet des produits manufacturés en dehors de la période de maitrise
du processus

- Des comptes rendus écrits des mesures prises.

Les mesures doivent permettre de vérifier, par exemple, que les CCP sont bel et bien
maitrisés, que I’on a remédié aux procédufes ou aux conditions a ’origine de la perte de
maitrise, et que les aliments affectés ont été éliminés en toute sécurité.

Etape 11 : Application des procédures de vérification

Une procédure de vérification doit étre congue pour veiller a ce que le systéme
HACCP fonctionne correctement. La procédure devrait inclure la fréquence de vérification,
cette derniére devant étre dirigée par un responsable indépendant. La vérification peut inclure
notamment des méthodes d’audit, d’échantillonnage et d’analyse aléatoires.

Etape 12 : Constitution des dossiers et tenue des registres

Le systtme du HACCP doit pouvoir s’appuyer sur un systeme efficace et précis de
dossiers et de registres. Par exemple, I’analyse des dangers et la détermination des CCP et de
leurs seuils (y compris les révisions, s’il y a lieu) doivent étre documentés, sous forme par
exemple de registres de surveillance des CCP ou de registres sur les écarts détectés et les
mesures correctives adoptées pour y remédier (Khandke et Mayes, 1998).

-Etape 13 : Vérification continue du syst¢tme HACCP

Une fois que le systtme HACCP a ét¢é introduit, il devient nécessaire de maintenir son

efficacité. 1l est recommandé de nommer un manager et lui conlérer la responsabilit¢ du

HACCP (en tant que coordinateur HACCP par exemple).

1.5. Le systeme HACCP et le risque alimentaire

Le risque alimentaire nécessite d’étre pergu a tous les stades de la chaine alimentaire
or le systtme HACCP peut étre utilisé tout au long de la chaine alimentaire, de la production

au consommateur final. L’intégration aux plans HACCP de modé¢les d’analyse de risque offre
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des moyens pour considérer la chaine alimentaire comme un continuum et relier ainsi les
opérations de production des aliments a des objectifs de santé publique (Easter et al, 1994).
Outre le renforcement de la salubrité des aliments, les avantages comprennent une meilleure
utilisation des ressources et une solution plus opportune aux problémes qui se posent en santé
publique (Buchanan et Whiting, 1998). De plus, I’application du syst¢tme HACCP peut aider
les services réglementaires dans leur tiche d’inspection et favoriser le commerce international

en renforgant la confiance a I’égard de la salubrité des aliments.

1.6. Le systeme HACCP et les systémes d’assurance qualité

L’application du systtme HACCP est compatible avec la mise en oeuvre des systémes ,
de gestion de la qualité, tels que ceux mentionnés dans les normes de la série ISO 9000. Le
HACCP est le systétme approprié pour assurer de la salubrité des aliments a I’intérieur de ces
systemes. Les exigences du systéme d’assurance qualité, en matiére de formation, d'audit interne
et de revue de: la direction, garantissent l'efficacité des opérations et des mesures du systéeme du
HACCP via un audit interne (Yacout et al, 1998). |

L'approche du HACCP et le systtme de gestion de la qualit¢ ISO 9000 sont
complémentaires. La famille de normes 1SO 9000 est par nature générale; elle a été mise au point
pour aider les organismes de tous types et de toutes tailles 2 mettre en oeuvre et a faire fonctionner
un systéme de gestion de la qualité. De nombreuses entreprises, qu’elles soient petites ou grandes,
dans le monde entier, qui transforment et/ou conditionnent des produits alimentaires, ont mis en
oeuvre 1SO 9000 et obtenu la certification par tierce partie. Ces entreprises peuvent également
utiliser le HACCP ou des systémes similaires dans le cadre de leur systéme d’assurance de la
qualité. Certaines entreprises ont recours a la fois a 1ISO 9000 et au HACCP dans le cadre d’un
systéme intégré de gestion de la qualité et de la salubrité des aliments. ISO 9000 se concentre sur
les besoins et les attentes du client; or I'une des attentes principales du client est la salubrité des
aliments. ‘

Les sept principes du HACCP peuvent étre intégrés aux exigences d’ISO 9001:2000).
Lors de la préparation de la documentation pour ISO 9001 (par exemple le manuel qualité, les
procédures relatives au systeéme qualité, les instructions de travail, les plans qualité), le principe 7
du HACCP, demande de constituer un dossier dans lequel ﬁgu;eront toutes les procédures et tous
les relevés pour veiller a ce que les critéres relatifs aux aspects de salubrité des aliments soient
intégrés des le stade de la documentation.

Au moment de définir les exigences relevant de la responsabilité de la direction (par

exemple la politique qualité, les objectifs en matiére de qualité, la planification, I’orientation
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client, la communication, la responsabilit¢ et la compétence), les exigences du principe 1
(procéder a une analyse des risques), du principe 2 (déterminer les points critiques pour la
maitrise) et du principe 4 (mettre en place un systéme de surveillance permettant de maitriser les
CCP) sont mis en jeu (ITC, 2002).

Lorsqu’il s’agit de gérer les ressources pour ISO 9000 (par exemple les ressources
humaines, I'infrastructure, le cadre de travail, et autres services), il faut mettre a disposition les
ressources nécessaires pour prévenir les risques (principe 1 du HACCP) et pour maitriser les CCP
(principe 4). Dans les processus de réalisation des produits (par exemple, la planification,
I’identification et I’examen des exigences du client, la conception et le développement, I’achat et
le contrdle des opérations), plusieurs principes HACCP peuvent étre intégrés. Ces derniers
doivent inclure le principe 1 (identification des risques), le principe 2 (détermination des CCP) et
le principe 4 (mise en place d’un systéme de surveillance permettant de maitriser les CCP).

Pour les activités de mesure, d’analyse et d’amélioration des processus d’ISO 9000, vous
on se peut se référer au principe 3 du HACCP (fixer des seuils critiques), au principe 4 (mettre en
place un systéme de surveillance permettant de maitriser les CCP), au principe 5 (déterminer des
mesures correctives) et au principe 6 (appliquer une procédure de vérification du bon
fonctionnement).

1.7. Le HACCP et le commerce international

Dans le cadre du commerce international, le HACCP permet d’obtenir des avantages sur
le plan interne, comme la réduction du risque de fabriquer et de vendre des produits dangereux, ce
qui suscite la confiance du consommateur dans les produits vendus. Ensuite, dans de nombreux
pays, les autorités chargées de la réglementation alimentaire ont inclus ou vont inclure, le HACCP
dans leur réglementation relative a I’alimentation. En mettant en oeuvre le HACCP, I’entreprise a
plus de chances de succés en tant qu’exportateur vers ces pays. Selon ITC, (2002) voici quelques
exemples :

Au Royaume-Uni, le Food Safety Act de 1990 (la loi sur la salubrité des aliments) et le
Food Hygiene Inspection Codes of Practice (le code de conduite pour I’inspection de I’hygiéne
alimentaire) incluent tous deux le HACCP.

Le Canada a développé le Food Safety Enhancement Programme - FSEP (Programme de
renforcement de la salubrité des aliments) afin d’encourager, la mise en place de procédures
fondées sur le HACCP dans tous les établissements agréés du secteur de I’agriculture et de la
transformation des aliments.

Le Australian Quarantine and Inspection Service (AQIS) a mis au point un nouveau
systéme d’inspection connu sous le nom de Food Hazard Control System - FHCS, (Systéme de

maitrise des risques alimentaires).
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Aux Etats-Unis, le Center for Food Safety and Applied Nutrition (Centre pour la salubrité
des aliments et la nutrition appliquée) a recommandé que la FDA encourage, puis impose
’application du HACCP a I’ensemble de I’industrie alimentaire. La FDA a révisé son Code de
I’alimentation en 1993, afin de le rendre compatible avec les concepts HACCP. Le réglement
HACCP de la FDA relatif aux poissons et produits de la péche produits et commercialisés aux
Etats-Unis est entré en vigueur en décembre 1997. .

Au sein de I’'Union européenne, la Directive No. 93/43/CEE du Conseil, du 14 juin 1993
relative a ’hygiéne des denrées alimentaires, exige de I’industrie alimentaire qu’elle mette au
point des systemes s’inspirant du HACCP pour garantir la salubrité des aliments. Cette Directive
suggére en outre que les Etats membres puissent développer des codes de conduite pour les
industries spécifiquement alimentaires et adopter EN 29000 (I’équivalent européen de la série ISO .
9000) pour mettre en oeuvre les régles générales d’hygiéne et les directives relatives aux bonnes
pratiques en maticre d’hygiene. La Décision de la Commission européenne du 20 mai 1994
(94/356/CE) préconise la mise au point d’un systéme d’"autocontrdle” pour la production et la
vente des produits de la péche dans les pays de 1’Union européenne.

La certification par tierce partie a titre facultatif, prévue par le HACCP, existe dans
plusieurs pays européens ainsi qu’en Australie, en Nouvelle-Zélande, au Brésil et en Inde. Elle
commence également a étre appliquée dans certains pays d’Amérique latine, au Moyen-Orient et

en Asie du Sud.
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I1. La microbiologie prévisionnelle

IL. 1. Introduction :

La microbiologie prévisionnelle fait appel a la fois & des connaissances sur la
physiologie des cellules microbiennes dans I’environnement auquel elles sont soumises et a
une approche de simulation numérique qui sous entend la prise en compte de critéres et une
pratique en accord avec les contraintes liées a cette technique. Les effets des facteurs
environnementaux spécifiques au produit, sont déterminés habituellement a partir d'une
croissance expérimentale. De ce fait il sera plus juste de parler, d’utilisation a visée
prévisionnelle d’une microbiologie quantitative par simulation numérique. (Breand et al,
1998)

Le comportement des populations microbiennes dans les aliments (croissance, survie,
mort, etc.) dépend des propriétés de I’aliment (composition, Ay, pH, etc.) ainsi que des
conditions environnementales (transport, manipulations traitements, stockage, etc.). L’effet de
ces facteurs peut étre prédit par des modéles mathématiques. Le propre propos d’un modéle
est de représenter de forme simplifiée mais précise un ensemble de données observées
décrivant un phénoméne et exprimées en langage mathématique (Brown et Rothery, 1993 ;
Witzgies, 1996). Dans le cas de la modélisation de la croissance microbienne par exemple, le
modéle s’emploie pour décrire le comportement des microorganismes dans des conditions
environnementales différentes. 1l est préférable de considérer qu’un modéle décrit le
processus connu ou non geénérateur des données restant pour autant I’expression
mathématique d’une hypothése.

En microbiologie prévisionnelle, on part de I’hypothése que le comportement d’un
microorganisme dans des conditions environnantes données est reproductible. Dans ces
conditions, il est donc possible de prédire le comportement d’un microorganisme dans le futur

sur la base des données observées dans le passé (Ross et McMeekin, 1994)

11. 2. Concept et Historique :

Un domaine de la microbiologie alimentaire est apparu dans les deux derniéres
décennies pour étre connu sous le nom de microbioldgie prévisionnelle (Predictive
Microbiology). Depuis cette date, des centaines d’articles ont été publiés mentionnant le mot
clef «microbiologie prévisionnelle » et différents projets de recherche développent une

approche quantitative de la microbiologie alimentaire (Baranyi, 2002) et le nombre ne cesse

d’augmenter.

]
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Le concept de microbiologie prévisionnelle, comme étude de la croissance
microbienne dans les aliments, a déja été suggéré dans les années trente a travers P’expression
microbiologie alimentaire prévisionnelle (Predictive Food Microbiology), cependant ses
applications pratiques ne se sont matérialisées que dans les années quatre-vingt quand on se
rendit compte que le contrdle microbiologique classique & posteriori €tait cher et d’application
peu efficace.

Dans le premier ouvrage entiérement consacré au sujet édité en 1993 (McMeekin et al,
1993), la microbiologie prévisionnelle a ét¢ définie comme une science quantitative qui
permet a des utilisateurs d’évaluer objectivement ’effet des traitements, des process et des
opérations de stockage et de distribution sur la qualité et la sécurité microbiologique des
aliments. Plus tard ces mémes auteurs ont revu cette définition en utilisant I’expression
Ecologie microbienne quantitative des aliments (Quantitative Microbial Ecology of food). Il
s’agit 1a d’une description plus générique. Le livre le plus récent traitant du sujet ( McKellar
et Lu, 2003) met plus P’accent sur la nécessité de décrire la réponse des microorganismes a
’environnement alimentaire par des modéles mathématiques. L’évolution de la microbiologie
prévisionnelle en tant que science de plus en plus exacte est bien illustrée par cette insistance
sur les modéles mathématiques dans sa définition (McMeekin, 2003). D’aprés Ross et al,
(1995), cette expression est quelque peu inadéquate, I’écologie microbienne quantitative des
aliments sied mieux a la description du sujet mais a ce jour le concept de microbiologie
prévisionnelle est largement utilisé (McMeekin et Ross, 2002 ; Malakar et al, 2003).

Le concept microbiologie prévisionnelle est la somme des connaissances relative a la
réponse des microorganismes aux conditions environnementales permettant une évaluation
objective de I’effet des opérations de traitement, de distribution et de stockage sur la qualité et
la sécurité microbienne des aliments. Les modeéles prévisionnels décrivent généralement la
croissance, la survie ou la destruction de microorganismes pathogénes ce qui implique des
connaissances sur le comportement des microorganismes (McMeekin et al, 2002) et sur les

propriétés physiques, chimiques et microbiologiques de I’aliment (Elliot, 1996).

I1.3. Les différents types de modéles utilisés en microbiologie prévisionnelle

On distingue deux types de modeles: les modeles empiriques et les modéles
mécanistiques.

Les modéles empiriques décrivent simplement des données observées employant
I’expression mathématique qui s’y ajuste le mieux (Pin, 2002). La plupart des mod¢les publiés

appartiennent a cette catégorie.
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Les modéles mécanistiques partent de bases théoriques relatives au processus générant
les dites données. Certains auteurs pensent que ces derniers modeles sont plus satisfaisants
intellectuellement (Cole et al, 1991, Baranyi et Roberts 1995 ; Rosso et al. 1995).

Les modéles sont nombreux, mais la tendance est de privilégier les modéles dont les
paramétres ont une signification biologique simple, compréhensible par le biologiste. En effet,
pour décrire les phases de croissance des populations microbiennes (latence, croissance et
saturation), les microbiologistes utilisent classiquement des paramétres comme, le taux de
croissance maximum (u max), le temps de latence (lag), Pinoculum (x,) et la densité

maximale de population ( x max).

I1. 4. La démarche de modélisation

Le processus de modélisation comprerid les étapes suivantes (Pin, 1998):
1. Définition des facteurs pris en compte et de la gamme d'étude
2. Planification de I'expérimentation
3. Collecte de données expérimentales

4. Modélisation proprement dite : ajustement d'équations mathématiques aux données

expérimentales.

I1. 5. Classes de modéles

Il existe trois classes de modeles :

1- Les modéles primaires :

Les modéles primaires relient la concentration microbienne C au temps t: C=1f(t; 0)

ou 0 représente les paramétres du modele

Le modeéle le plus simple reste le modeéle exponentiel qui suppose que le taux de croissance

est constant.

t
(N= Nye")
Des modeéles plus complexes permettent de décrire de fagon continue les phases de

croissance. De nombreux auteurs utilisent pour cela I’équation de Gompertz (1825). Les

principaux modéles utilisés sont ceux de Gompertz, Baranyi et Monod.

2- Les modeles secondaires :
Ce sont des équations qui relient les parametres caractéristiques de ila croissance

(phase de latence et vitesse de croissance exponentielle) aux facteurs étudi€s (températures,
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pH, Aw, etc.). Les modéles les plus développés sont les modéles polynomiaux (modele de
Buchanan), les modéles en racine carrée (modéle de Zwietering) et les modeles dérivés de
I'équation d' Arrhenius (modéle de Davey).

3. Les modéles tertiaires : ce sont des logiciels dans lesquels sont incorporés un certain
nombre de modeles secondaires. Les deux modsles tertiaires les plus développés sont le "
Food Micromodel " et le " Pathogen Modelling Program ",

Dans les tableau N°3 et N°4, sont cités quelques modeles primaires, secondaires et tertiaires

décrivant la croissance des microorganismes et leurs fonctions.

Tableau N°3 : Quelques modéles primaires, secondaires et tertiaires (d’apres McDonald,,

1999)

Modéles primaires Modeles secondaires , Modeles tertiaires
-Fonctibn de G‘omp‘ertkzl -Modele de Belehradek (modele de -Pathogen . modelling
-Gompertz modifié* A racine carree) ] ‘ ?:;‘_ S prgram(PMP) |
-Modele log.g,i.stique3 _ -Modele de Ratkowsky (modele de ‘-Food MicroModel
-Modéle de Baranyi‘ . ' racine carrée)"! -Predictor gowth .
Modsle de premier ordre: de -Modele ‘d’Arrhenius12 : Sym’previus21

Monod® ‘ ‘ e -Modele ~ d’Arrhenius modifié

-Modéle de Monod modnﬁe ' ; (Davey et Schoolﬁeld)” o

Modéle  de . Whiting ' | et. -Modeles de probabxlltes

Cygnarowics’ . Valeur de Z'%. ‘

-Modele Lo inactivation -Mod¢le polynomlal ou la réponse de

thermique (valeur de D) ~ surface'. : ' \

-Modéle linéaire a3 phases9 -Modéle de Williams-Landel Ferry".

1,Jeffries et Brian (1984),Gibson et al (1987); 2, Zwietering et al (1990); 3, Jason (1983), Einarsson et
Encksson(l986)4Barany| et al (l993a)5Monod(l949)6H0utsma et al (1996); 7,Brennan et al (1990),
8,Whiting et Cygnarowicz Povost (1992) ; 9,Buchanan et al (1997) , Garthright (1997) 3 10 , Belehradek
(1930) ; 11, Ratkowsky et al (1982); 12, Arrhenius (1889), Labuza et Riboh (1982) ; 13,Davey (1989a,1993a),
Schoolfield et al (1981) 3 14,Hauschild (1982) ; 15,Brennan et al (1990) ; 16,Draper (1988), Gibson et al (1988) ;

17,Williams et al (1955), Schaffner (1995) ; 18, Buchanan (1991); 19,‘ McClure et al (1994b) ; 20, Neumeyer
(1994), Neumeyer et al (1997a) et 21, Carlin et al, 2000.

30

AN | LT



Tableau N°4 : Principaux modéles décrivant la croissance des microorganismes et leurs

fonctions.

TModsles T T T T Fonctions

Buchanan (1919) o R b=Bexp(,ukt)

" Monod (1949) NeN®

Gompertz modifié : o NO

Logistiq‘l’x:c modifié . n NO oy
- l+ex ~——'u-"‘ﬂ—(lag—tv+2)

o " lnNmax“

NO

Baranyi'etde | - vl +(%"I}CXP_(/"maxt+A(t))) R

Rosso ‘(,19,93),: ,
. . ,(exp;(p , ag)}ln 1+(exp—(p a(t—lag)))
pPa S 1+(exp( P, lag))

e cron - n{l- (expw(t»»‘}

(1994) i T G ;‘;i.‘g,;}(exp(ymax—yo))

A()=

o A(i)#tﬁjgln{(exp(pm))(l—exp(efn))»(exp<—im))}

| logNo+Kot | si t<lag
logN= (logNo+Ko lag)+K(t-lag) o si lag<t<dc
(logNo+Ko lag)+K(dc-lag) ~si tde

Buchananetal .
(1996)

s
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Tableau N°4 (suite) : Principaux modéles décrivant la croissance des microorganismes et

leurs fonctions.

" Arrhenius, .

iy

| ‘Sch;qo.lﬁed;j-b;’;

- Rétkbwsky‘” .

waetermg .

atkowsky modlﬁ

| Ratkowsky modlﬂ é

’ pour lag

T )[l—exp(cs(T—Tmax))]
et [-esolimrrmn) ]|

8 Température et pH""
: cardmaux (CTPM) L
de Rosso et al 1994‘ o

(7:,,,, --Tmax )(1:,,,, +Tm... 27|

o '})(pm_ o ‘(;;H_;g.H;;n')(pH—pHmu) |
A (pH—pHmmXpH—PHW)'(PH‘PH""”)z

RO S

"} McMeekinet al.

W’-Au)mm "‘pHmm) ; :

)J(pH ,

n(g)=pl+p2Xl+p3X2+p4X3+st4+p6X1X2+p7X1X3+stxX4+p9XzX3+
; mezX4+puX3X4+anf+p13X%+puX2+pnsX}+8 N i
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IL 6. La modélisation des courbes de survie

L'inactivation des microorganismes, quelque soit le moyen utilisé, est caractérisée par
des courbes de survie, qui se présentent généralement sous quatre formes; (voir figure 3),
courbe linéaire « A », courbe avec épaulement (avec phase de latence) « B », courbe avec

trainée (courbes biphasiques) « C et D ». courbes sigmoidales « E et F »(Xiong et al, 1999).

Densité de population (log-ufc/ml)

Figure N° 3 : Représentation graphique des six Lypes de courbes de survic (d’apres, Xiong et

al, 1999)

Pour modéliser ces courbes de survie lincaires ou non linéaires, plusieurs approches
ont été proposées (Peleg, 2000 ; Peleg et cole, 1998). La forme standard et classique de la
décroissance d'une population microbjenne ‘en milieu nap renouvelé a été établie par des

phases qui sont représentées dans la fjgure N°2 (Delignetig-Muller, 1995 ; Charles-Bajard,
1996 ; Bréand, 1998).
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1) Phase de latence a la mortalité; c'est une phase de transition entre un état

physiologique initial et un état de croissance a proprement parler.

2) Phase d'accélération de la décroissance: appelée également phase de décroissance

maximale. La pente de cette droite, lorsque la concentration bactérienne est exprimée en

coordonnées semi-logarithmiques, correspond au taux de décroissance %qul représente la

vitesse maximale K max (1/ mn).

K max == _yl — y“_2

L=k

3) Phase de décroissance quasi exponentielle.

4) Phase de freinage: appelée aussi phase de ralentissement de la décroiss\ance. Elle se
caractérise par une diminution du taux de décroissance. |

5) Phase stationnaire: ou l'effectif bactérien est constant. Elle est considérée comme de
latence a la décroissance.

6) Phase d'accélération de la croissance.

7) Phase de croissance exponentielle.

Les principaux modeles mathématiques qui décrivent les différents types de courbes

de survie sont donnés par le tableau N°5.
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Tableau N°5 : Principaux modéles décrivant les courbes de survie (D’apreés Xiong et al,

1999)

Courbes
ajustées
Modele Formule mathématique par le Références
modéle
Cinétique N()=NyeXt on
de premier A (Chick, 1908)
ick,
ordre Log MO _—t
N, D
N(t
Cerf _ﬁ(—) = fe Kl +(1- f)e ¥ A,C,D (Cerf, 1977)
0
Pour les courbes de survie linéaire: N =2 7 .
N, l+e¥ A
Pour les courbes de survie avec épaulement (phase de
N(b) b2
Kamau latence ) log N =log(1+e*")—~log(l+e 2 ) B (Kamau etal, 1990)
0 |
i
Pour les courbes de survie biphasiques
N 2f 2(1-0) A,CD
log N, =10g(1 LT R WP )

e ~b1tio ~b2tlo A’ B, C’ see
Whiting- o N(@© lo S+e™ (1= (1+e™* D (Whiting and
Buchanan & N, 1+ 010-to)) T 14 pmb2-tlop) B ,F Buchanan, 1992)

Equation modifi¢ée de Gompertz Bhaduri et al (1991)
Gompertz _eBueM A,CE Linton et al (1995)
Log(f)=4-Ce "~ . .
Linton et al (1996)
_ __o-a
Cole LogN(t)=a+ 1+t sTog(@—0) B,C,E Cole et al (1993)
s
Log Ny (tstlo Buchanan et al
Buchanan LogN (t)= & O(t—tlogg) AB
Log N, (t>tlog) (1993)
. Membre et al
Membre LogN(t)=(+LagNo)-e™ B (1997,
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ll 7. Application de la modélisation en microbiologie alimentaire

Dans les années 80, Muis et Phillips, établirent des tables de probabilités basées sur le
taux de croissance des bactéries psychrotrophes dans le lait pour prédire le temps ou la
microflore atteint le nombre de 10° ufc/ml dans le lait cru et ce pour différentes charges
initiales en microorganismes (Muis et Phillips, 1984 ; Phillips et Griffiths, 1990). La
distribution du temps de génération apparent fut calculée pour la flore autochtone du lait cru
obtenu a partir des tanks de garde des fermes a différentes températures en utilisant I’équation
suivante :

0.301 x temps de stockage

Temps de génération apparent
log NO‘“bl‘e final - = |Og N il

Cette approche est un outil de management fort bien utile aux personnels des laiteries :
Elle permet également d’améliorer les conditions de stockage avant sa transformation dans les
laiteries (Griffiths, 1994). 1l s’agit la d’un des nombreux exemples d’application de la
microbiologie prévisionnelle en industrie alimentaire.

Par ailleurs, la modélisation de la croissance microbicnne constitue une étape clé de

[’analyse des risques en microbiologie alimentaire. On peut estimer si le développement d’un

“microorganisme donné est possible dans un aliment connaissant les conditions

environnementales lors de la fabrication de cet aliment (Notermans et al, 1995). La
modélisation apporte ainsi son aide dans I'estimation des risques associ€s aux germes

pathogene (Buchanan et Whitting, 1996)
11.8. Microbiologie prévisionnelle et HACCP

La modélisation est également trés utile lors de la mise n place d’un plan HACCP. Elle

permet d’identifier les CCP et de fixer les limites critiques a ne pas dépasser pour certains

_facteurs tels que la température et le pH (Baker, 1995)

Evaluer la densité bactérienne dans I’aliment au moment de sa consommation (Zwietering et

al, 1996)
La modélisation permet de disposer de réponses en un délai relativement court et a
moindre coiit. Le temps nécessaire pour le développement de nouveaux produits est ainsi

considérablement réduit. Les chalenge tests peuvent alors étre évités. En fait la microbiologie
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prévisionnelle est, en partie le produit des efforts de chercheurs travaillant dans le domaine
des chalenge tests.

La microbiologie prévisionnelle permet de :
- Déterminer la durée limite de consommation d’un aliment (Gauchy, 1993 ; McMeekinet al,
1993) ’
- Evaluer les conséquences d’un écart aux conditions du processs de fabrication (Ross et Mc
Meekin, 1994)
_Tester 'influence de nouveaux procédés de fabrication sur le développement ou I’¢élimination
des microorganismes. (McMeekinet al, 1993)
- Optimiser les chaines de fabrication et de distribution (McMeekinet Rosss, 1996

La microbiologie prévisionnelle peut également &tre appliquée a la production de
toxines, la détermination des dates limites de consommation, la croissance des germes
pathogénes et a la destruction des microorganismes. Le tableau N°6 permet de voir la relation

entre le systéme HACCP et la microbiologie prévisionnelle.

Tableau N°6 : HACCP et microbiologie prévisionnelle (D’apres McMeekin et al,‘ 1993)

HACCP Microbiologie prévisionnelle

Identification des dangers potentiels et
Identification des microorganismes
estimation de leur sévérite aux
' concernes
différentes étapes du process

. ) Développement et compréehension de
Identification des points critiques de . . i
I’écologie du microorganisme pour uie
maitrise (CCP) dont les mesures de

X ) L ' meilleure identification des sources et des
controle doivent étre impiémentes.

probabilités de contamination

Détermination des critéres de maitrise et Comparaison des informations avec les

des méthodes spécifications de maitrise prédéterminees

Y
Incorporation d’informations disponibles
Etablissement des procédures de o
o . au systéme de monitoring indiquant la
monitoring des mesures de corrections . _ '
prolifération microbienne
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1H1. Bacillus cereus

I11. 1. Principales caractéristiques de Bacillus cereus

Le genre Bacillus, dont fait partie Bacillus cereus, appartient a la vaste famille des
Bacillaceae, comprenant plus de 60 espéces (Priest, 1983). Il se distingue des autres
représentants de la famille par sa morphologie et son type respiratoire (Claus et Berkeley,
1986). Le Bergy’s Manuel (Claus et Berkeley ,1986) décrit le genre Bacillus en tant que Gram
positif aérobie ou anaérobie facultatif, sporogéne. Ce genre apparait extrémement hétérogéne
tant sur le plan génétique que phénotypique.

Traditionnellement, les espéces du genre Bacillus sont reparties en trois groupes selon
la morphologie de la spore et du sporange (Drobiniewski, 1993) :

Le groupe 1 : est constitu¢ des bacilles a Gram positifs, présentant une spore centrale

ou terminale, sphérique ou ovoide, ne déformant pas la cellule. Ce groupe est divisé en deux
sous-groupes :
Le sous-groupe 1A auquel appartient Bacillus cereus est constitué¢ des bacilles d’un
diamétre >lum et contenant des inclusions de poly-béta —hydroxybutyrate. Ce sous groupe
comporte six espéces qui sont Bacillus cereus, également connu comme Bacillus medusa et
Bacillus endorhytoms bien que Bacillus cereus reste la dénomination admise (Buda, 2002), B.
thuringiensis, B. anthracis, B. mycoides (Turnbull et al, 1990), B. pseudomycoides
(Nakamura ,1998) et B. weihenstephanensis (Lechner et al, 1998).

La différentiation entre Bacillus cereus et les espéces proches est difficile a cause des
similitudes dans les propriétés phénotypiques et génotypiques (Ash et al, 1991;
Drobiniewski, 1993 ; Carlson et al, 1996 ; Kotiranta, 2000). 11 a ét€ rapporté la éimilitude de
plus de 99% de séquences de structure primaire de I’ARN 16S parmi B. anthracis, B. cereus,
B. mycoides, B. thuringiensis (Carlson et al ,1996 ; Kotiranta 2000, Hansen et al, 2002). Cette
proximité est montrée dans le tableau N°7.

1l existe cependant certaines caractéristiques distinctes d’espéces : I’absence des
cristaux d’entérotoxine & (pour B. thuringiensis), la mobilité et I’activité hémolytique
(pour B. mycoides) et la croissance au-dessous de 7°C (pour B. weihenstephanensis). B.
pseudomycoides est un groupe qu’on peut distinguer de Bacillus cereus et B. mycoides par

sa composition en acides gras (Nahumara, 1998 ; Hansen, 2002).
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Tableau N°8 : Les principaux caractéres bactériologiques permettant de différencier les

espéces du genre Bacillus cereus. (Hsieh et al, 1999, Hansen, 2002).

B. anthracis B. cereus B. mycoides  B. thuringiensis
Aspect des colonies
sur gélose au sang Colonies en . ) Colonies
non incubée en téte de EIOIO’LICS Ch(.’lof.‘(‘ies blanches
présence de méduse anches rhizoides ou grisitres
CO,
Hémolyse sur
gélose au sang de + Faiblement +
mouton en 24 - positive
heures
Mobilité - + - +
Présence d’un corps +
parasporal - - -
Sensibilité a la 4k
pénicilline ' - - -
Lyse par le phage +
gamma - - -

T

*Environ 3% des souches de Bacillus anthracis résistent a la pénicilline

Plusieurs souches de B. thuringiensis, B. mycoides et B. weihenstephanensis possedent
des génes et produisent des entérotoxines semblables a celles de Bacillus cereus (Hsieh et al,

1999, Hansen, 2002).

»

Malgré ces grandes similitudes, les quatre espéces sont toujours considérées comme
des espéces distinctes (Claus et Berkeley, 1986 ; Ash et al ,1991 ; Priest, 1993,1‘Nokamura et
Jackson, 1995 ; Te Giffel ,1998).
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L’observation microscopique d’une culture de Bacillus cereus met en évidence des
bacilles rectilignes (ou presque rectilignes), a extrémités carrées ou arrondies, de grande taille
de 3 a Sum de largeur, 1a 2 pm de diamétre (Claus et Berkeley, 1986, Nguyen-The, 1998 ;
Christiansson ,1998).

Elles produisent un pigment de couleur rouge & rose (Afnor, 1995). Elles sont
caractérisées aussi par la production de lécithinase ou la réaction de lecithovitelline bien que

quelques souches ne la produisent pas (Fermanian ,1993).

Bacillus cereus est un germe ubiquitaire de I’environnement dont I’habitat principal

est le sol ou il jouerait un réle dans le cycle du carbone et d’azote ( Joffin et Dominique

Etienne, 2002) ; il se trouve aussi dans la poussiére, sur la mati¢re végétale, dans I’air, dans

I’eau de mer et ’eau douce et dans la rizosphére (Labots et al, 1965 ; Noris et al, 1981 ; Te
Giffel et al, 1995 ; Christiansson et al, 1999 ; Deulpech, 2000). On en trouve également dans
les aliments et méme dans les produits stérilisés alimentaires ou médicamenteux (Ternstom

et al, 1993 ; Griffiths et Phillips, 1990)

Bacillus cereus peut étre un hote éphémére de ’intestin, reflétant ainsi le régime
de la personne (Gilbert et Parry, 1977). Turnbull et Kramer, (1985) ont trouvé que 20 2443 %

d’échantillons de selles d’enfants et d’adultes sains contiennent Bacillus cereus.

Les conditions limites pour la croissance de Bacillus cereus figurent dans le tableau N°8

Tableau N°8: Les conditions limites pour la croissance de Bacillus cereus

b i VI

aisan, ét‘ql, 1990 ; Meer et |

11991 ; Dufresne etal,
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Les facteurs ayant un effet inhibiteur prouvé sur la croissance de Bacillus cereus

sont la nisine, I’acide sorbique, le sorbate de sodium, et le corvacrole (Ultee et al, 1997 ;

Irene, 2001).

I11. 2. Bacillus cereus : sporulation et germination

Le fait que Bacillus cereus soit une bactérie sporulée peut expliquer sa large
dissémination. Lorsque les conditions deviennent défavorables, Bacillus cereus, produit une
endospore ovale possédant une fine paroi. Elles n’est pas déformante, apparait en position
centrale ou paracentrale et ne gonfle pas le sporangium (Te Giffel et al, 1997).

Andersson et al, (1995), rapportent que les spores de Bacillus cereus sont trés
adhésives a différentes surfaces. Cette adhésion des spores est essentiellement due a trois
caractéres : I’hydrophobicité, la faible charge de la surface et la morphologie de la spore. Les
spores de Bacillus cereus Selon Mayr et al. (1999), la spore posséde des propriétés comme la
thermorésistance, la résistance aux agents physiques tels que les rayons UV, X, et les
ultrapressions et aux agents chimiques (agents antiseptiques , désinfectants). Ces propriétés
expliquent leur présence dans les processus de production alimentaire et la difficulté de leur
contrdle (Dufresne et al, 1995, Andersson et al, 1995).

Selon Mayer et al.(1995), la germination des spores est un stade de grande
importance. En effet, lorsque la spore est placée dans les conditions favorables de croissance,
elle subit une série de transformations progressives pour devenir une nouvelle cellule
végétative. Bergére (1995) et Meyr et al (1999) rapportent que le processus de germination
comprend trois stades :

1 - L’activation : La spore, pour germer, doit étre activée par un agent capable de léser la
tunique sporale afin de lever la dormance.

2 - L’initiation : La germination ne débutera ensuite qu’en présence de conditions favorables
d’hydratation et de métabolites effecteurs comme Ialanine, 1’adénosine ou les ions
inorganiques comme le Mg2+ qui pénétrent a travers la tunique endommagée et déclenchent
un processus autolytique (Bergéere, 1993). ‘

3 - Excroissance : L’altération du cortex et des téguments externes fait émerger une nouvelle
cellule végétative comprenant le protoplasme sporal entouré de sa paroi.

le taux de germination dépend des souches, du traitement thermique, de la nature du

‘milieu ( température, pH, Aw, forces ioniques, inhibiteurs) et des conditions dans lesquelles
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les spores sont obtenues, stockées et activées (Andersson et Ronner, 1998 ;| Bergere, 1993 ; Te
Giffel, 1995).

La germination peut étre induite par certains acides aminés (L- alanine), ribosides, et
les sucres mais elle est souvent atteinte plus rapidement et complétement dans les milieux
complexes (Te Giffel et al ; 1995).

La cellule issue de la germination devra mettre en place des procédés de réparation
réalisés par des protéines particuliéres. Les processus de réparation et d’adaptation peuvent se
traduire par un délai, ou phase de latence plus ou moins long avant le début de la

multiplication cellulaire qu’il est important de connaitre.

111. 3. La pathogénicité de Bacillus cereus

L’association possible de Bacillus cereus & des cas d’intoxications alimentaires est
connue depuis fort-longtemps. Cependant, ce n’est que depuis les années cinquante que la
bactérie fut reconnue comme un agent d’intoxication alimentaire & la suite d’ enquétes
effectuées sur des foyers de plusieurs centaines de cas (Kramer et Gilbert, 1989 ; Shinagawa,

1993 ; Dufrenne et al, 1994 ; Gasaluk et al, 1996 ; Granum,1997 ; Pan et al, 1997 ).

Bacillus cereus est en fait I’agent de deux syndromes d’intoxications alimentaires : un
syndrome dit diarrhéique et un syndrome dit émétique. Il peut étre également impliqué dans
des infections non alimentaires dues a des facteurs de virulence tels que I’hémolysine I et 11,

la phospholipase C (Turnbull, 1986 ; Kramer et Gilbert ,1989 ; Aluni, 2002).
III. 3. 1. Les Infections gastro-intestinales :
111 3. 1. 1. Le syndrome diarrhéique et I’entérotoxine

Le syndrome diarrhéique est dii & une entérotoxine qui peut étre soit performée dans
P’aliment, soit produite dans I’intestin gréle mais il résulterait surtout de I’ingestion de cellule
de Bacillus cereus, a une dose infectieuse de 5.10* 4 10" spores ou cellule végétative et la
production de toxine dans le tube digestif (Granum et Lund ,1997). Une diarrhée aqueuse
abondante, accompagnée de douleurs et des crampes abdominales qui apparaissent de 8 a 16 h
(10h en moyenne) aprés l’ingestion de [’aliment contaminé, et plus rarement des
vomissements et de fiévres (Giltz et Dickson, 2002). Les symptdmes disparaissent environ
12 heures aprés, sans accompagnement thérapeutiques (Dufrenne et al ,1994).

L’entérotoxine de Bacillus cereus est une protéine instable et son activité est réduite

aprés 1 4 2 jours a 32°C et apres une semaine a 4°C. Elle est complétement inactivée par le
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chauffage & 56°C pendant 5 min. Elle est sensible a la trypsine et a la pronase (Spira et
Goepfert, 1975). Cette toxine, cytotoxique et dermonécrotique (Agata et al, 1995), est proche
de celle de Clostridium perfringens , elle cause ’intoxication 8 a 16 heures aprés la prise de
’aliment provoquant une diarrhée et I’accumulation liquide de la boucle ileique ligaturée des
animaux. Elle est mortelle pour les souris (Granum ,1997 ; Notermans et Batt,1998) et induit
un retour de ’absorption liquide (de Na+, CI') au niveau des cellules (Kramer et Gilbert,
1989).

Parmi les nombreux facteurs de virulence de Bacillus cereus on trouve I’hémolysine
BL (HBL) qui est une toxine bien caractérisée (Beecher et Wong, 2000). Elle est constituée de
trois composants obligatoires : B d’un PM = 35 kDa et deux composants lytiques L1 et L2
(36 et 45 KDa) (Beecher et Wong, 2000). L’hémolysine exige les trois composants pour son
activité hémolytique, cytotoxique, dermonécrotique et la perméabilité vasculaire aussi bien

que I’accumulation liquide dans la boucle ileique ligaturés de lapin (Griffiths et Scharft, H.,
2002).

La caractérisation de 1’hémolysine BL meéne a son implication dans la pathogénie de

I’endophthalmite de Bacillus cereus (Beecher et Macmillon ,1991 ; Beecher et al ,1995).

L’entérotoxine non hémolytiques (Nhe ): est un autre complexe a plusieurs
-composants protéiques : Nhe A a un PM = 45 kDa , la protéine Nhe B a un PM =39 kDa et
la protéine de 105 kDa qui est impliquée dans plusieurs intoxications alimentaires (Granum

et Lund , 1996 ;Granum et al , 1999) ;

I1L. 3. 1. 2. Le syndrome émétique et la toxine émétisante

Le syndrome émétique est généralement associé aux aliments farineux et est provoqué
par une toxine émétique proche de 1’entérotoxine staphylococcique appelée superantigéne
provoquant une diarrhée 1 a 5 heures aprés le repas (Agata et al, 1995 ; Sutra et al, 1998).
L’intoxication est caractérisée par des nausées et des vomissements, souvent accompagnée
de diarrhée, bien que ce ne soit pas le symptome principal, et des douleurs abdominales
(Granum ,1994 ; Giltz et Dickson ; 2002). Aucun traitemgnt médical n’est généralement
requis (Dufrenne et al, 1994).

La toxine émétique des souches de Bacillus cereus a été isolée et avérée pour étre
structurellement liée a la valinomycine. Elle est également appelée Cereulide et parfois
facteur de vomissement dont I’analyse structurale a indiqué que c’était un dodecadipeptide

cyclique & un PM moins de 1000 kDa. Elle est extrémement stable & 121°C, elle tolere des
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valeurs de pH extréme entre let 11 et elle est résistante a la trypsine et a la pepsine
(Shinagawa et al, 1996).

Il existe des cas d’intoxication ol coexistent les symptomes diarrhéiques et
émétiques. Ils sont attribués soit & une souche produisant les deux types de toxines, soit a des
intoxications causées par plusieurs souches (Granum, 1997). Le tableau N°9 représente les

différences entre les toxines diarrhéiques et les toxines émétiques.

IIL. 3. 2. Les infections non-gastro-intestinales :

Bacillus cereus est également responsable d’infections systémiques opportunistes et
locales liées particulierement aux patienté, aux nouveaux - nés, aux loxicomanes, aux patients
immunodéprimés, présentant de blessures ou des cathéters traumatiques ou chirurgicaux
(Trunbull et al, 1979 ; Drobniewski, 1993 ; Bailey et Scott, 1994). Des infections
potentiellement graves ont été décrites chez les immunodéprimés. Ces infections se
manifestent généralement par une bactériémie, septicémie, nécrose, pneumonie, ou une
combinaison de ces derniéres (Kramer et Gilbert, 1989 ; Khavari et al, 1993 ; Bailey et Scott,
1994). Les infections invasives peuvent également se produire chez les patients présentant
une immunité intacte (Kramer et Gilbert ,1989).Les infections peuvent se produire également
aprés traitement traumato-chirurgical, elles peuvent occasionnellement stimuler la gangrene

de gaz (Turnbull et Kramer, 1983 ; Kramer et Gilbert, 1989 ; Andersson et al, 1991)

Les infections systémiques dues & Bacillus cereus sont rares. Des infections post-
opératoires, pést-traumatique et des brillures causées par Bacillus cereus sont associées a la
production d’un facteur de perméabilité vasculaire HBL (Turnbull et al, 1979 ; Kemmerly et
Pankey, 1993).

Les alcoolismes , les abus de drogues intraveineuses et les maladies abaissant la réponse
immunitaire sont considérées comme des facteurs prédisposant a 1’ostéomyélite due a Bacillus
cereus ( Schiker et al,1994 ). Bacillus cereus est un des micro-organismes les plus importants
trouvés dans Dinfection oculaire grave: kératite, I’endophthalmite et panophthalmitis
(Drobniewski et al ,1993). L’hémolysine HBL a été suggéré pour étre un facteur de virulence
dans I’endophthalmite de Bacillus cereus dans laquelle le détachement et la nécrose rétiniens
sont souvent la cause de la perte permanente de la vue (Beecher et al, 1995 ; Alfaro et al,
1996).
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Tableau N°9 : Comparaison entre les toxines de Bacillus cereus (Granum, 1997)

i
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Les bactériémies sont dans la plupart des cas passagéres et inoffensives, mais
peuvent, de temps en temps, causer des infections sérieuses. En prédisposant des facteurs pour

I’endocardite de Bacillus cereus (Steen et al, 1992).

Deux cas de méningites post-opératoires chez les patients de neurochirurgie dus a la

contamination du linge de 1’hopital par Bacillus cereus ont €té rapportés (Barrie et al, 1992).

111. 4. Bacillus cereus et ’industrie laitiére

Bacillus cereus avant d’étre reconnu comme un agent d'intoxications alimentaire, €tait
déja connu comme un agent d’altération des denrées alimentaires.

En industrie laitiére, les microorganismes sporogénes, sont particulierement
importants car ils déterminent la qualité de conservation du lait pasteurisé et d’autres produits
laitiers. Parmi ces microorganismes, Bacillus cereus est connu pour étre associé a 1’apparition
de défauts des laits et des produits laitiers comme les odeurs indésirables, la coagulation

douce et la bitty cream (Anderson et al, 1995 ; Van Heddeghem et Vaemynck,1993).

Le lait cru serait considéré comme la principale source de Bacillus cereus rencontré
dans le lait pasteurisé (Griffiths et Phillips, 1990 ; Crielly et al, 1994) Selon Slaghuis et al,
(1997), Crielly et al, (1994), la présence des spores de Bacillus cereus sont en quantités allant
de 10 spores/ml jusqu a des milliers de spores /ml de lait cru, mais les niveaux

habituellement rencontrés vont de 10 a 100 spores /ml

Bacillus cereus peut développer une activité lipolytique (due a des phospholipides et une
lécithine). Cette activité enzymatique et a I'origine en particulier d’altération des produits
laitiers : caillage du lait et la saveur amére due a I'hydrolyse de la caséine et la formation des
peptides le plus souvent ; des odeurs désagréables.

1l est clair que Bacillus cereus est 1’ un des organismes les plus difficiles a controler
parce qu’il est impossible de supprimer Bacillus cereus dans tous les échantillons du lait .La
pasteurisation est insuffisante pour détruire tous les spores tandis que ce traitement thermique
élimine la compétition d’autres bactéries présentes a [’état végétatif (Niall, 1998 ;
Andersson et al, 1995). ‘
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I. Les analyses microbiologiques

Les analyses microbiologiques ont porté sur 476 échantillons comprenant : le lait
prélevé directement de la mamelle, le lait prélevé directement a la sortie de la machine a
traire,le lait prélevé a ’arrivée a I’unité,le lait prélevé avant la pasteurisation, le lait prélevé
aprés conditionnement, la peau des mamelles, la machine 4 traire,la paroi interne de la cuve

de stockage au niveau des fermes et I’ambiance des lieux de traite.

Les analyses ont concerné le dénombrement des flores suivantes : la flore totale, la flore

psychrotrophe, la flore thermorésistante et Bacillus cereus

I.1. Evaluation de la contamination microbienne du lait

I.1.1. Le lait 4 la sortie de la mamelle

Les échantillons ont été collectés a partir de douze fermes situées dans les wilayas de
Ain-Temouchent et Tlemcen (Ouest d’Algérie) durant une période de deux années 2000 et
2001. Le pis de la vache est nettoyé a I’eau javellisée moyennant une lavette propre et séché.
Aprés élimination des premiers jets dans un récipient contenant un antiseptique, on a recueilli

100 ml de lait environ directement dans un flacon stérile (Richard,1981).
La traite est opérée manuellement aprés un lavage minutieux des mains du trayeur.
I.1.2. Le lait a la sortie de la machine a traire

Le prélévement du lait a été effectué a la fin de la traite directement du bidon de
récolte de la machine a traire. Pour cela, le flacon stérile est débouché et son col flambé. 11 est
rempli directement avec 250 ml de lait & partir du bidon. Enfin, le col est de nouveau flambé

et refermé.
I.1.3. Le lait arrivé a ’unité

Le prélévement s’est effectué a partir du lait de mélange au moment de la réception a

’unité a raison de 250 ml par échantillon.
I.1.4. Le lait avant pasteurisation

Des échantillons de 100ml de lait sont prélevés 4 partir du bac de lancement du

pasteurisateur
I.1.5. Le lait aprés conditionnement

Des sachets de lait sont prélevés a la sortie des conditionneuses.
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I. 2. Evaluation des différentes sources de contamination :
I. 2. 1. La peau des mamelles :

Un carré de 5 cm de cOté est tracé et découpé dans une plaque en plastique. La plaque
est apposée sur la mamelle et un écouvillon stérile est passé dans la surface délimitée par le

carré, puis trempé dans un tube contenant le diluant. Le tube est alors refermé et agité.
L. 2. 2. la machine a traire :

Nous avons effectué les mémes opérations que celles utilisées pour la peau des
mamelles, sauf que I’écouvillon est passé sur la machine a traire au niveau des gobelets, juste

avant la traite
L. 2. 3. La cuve de stockage (tank) :

Les mémes opérations précédentes en passant I’écouvillon sur I’intérieur de la cuve de

stockage du lait a la ferme
L 2. 4. 1a litiére :

Quelques brins de litiére de I’ étable sont prélevés et trempés dans le tube contenant le

bouillon nutritif Ensuite on I’agite et on le retire avant de refermer le tube.
I. 2. 5. L’ambiance de I’étable :

Pour le contréle de I’ambiance, nous avons utilisé une technique simple : deux boites
de Pétri contenant le milieu MOSSEL solide complet sont ouvertes pendant un temps donné

dans le batiment ou s’effectue la traite.

Nous avons laissé les boites de Pétri ouvertes durant les temps suivants temps 30 sec,

1 min, 3 min, 5 min, 10 min et 15 min
I. 3. Transport et préparation des échantillons

Les échantillons sont mis dans une glaciére et transportés au laboratoire pour étre
analysés ou conservés au réfrigérateur pendant une période maximale de 16 heures avant

’analyse.

3

Des dilutions décimales dans la solution de Ringer diluée au quart stérile ou dans le

tryptone sel eau (PSS) ont été préparées.
1. 4. Les différentes flores microbiennes dénombrées

I. 4. 1. Dénombrement de la flore totale
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Le dénombrement s’effectue aprés ensemencement en profondeur dans des boites de
Pétri, d’un (01) ml pour les 3 dilutions décimales (107, 10, 10®) de chaque échantillon (2
boites/dilution) sur lequel on coule environ 15 ml de milieu de culture liquéfi¢ : PCA (Plate

Count Agar). On incube & 37°C pendant 48h.
I. 4. 2. Dénombrement de la flore psychrotrophe

Les psychrotrophes sont dénombrés aprés ensemencement en profondeur en utilisant
les dilutions 107, 102, 1073 coulés avec le milieu de culture PCA. On incube & 7°C pendant au

moins 20 jours (Piton et Richard, 1983)
I. 4. 3. Dénombrement de la flore thermorésistante

On préléve aseptiquement environ Sml de lait convenablement agité qu’on introduit
dans un tube a essai stérile. Le tube est alors porté au bain-marie & 80°C pendant 10mn (Te
Giffel et al, 1996a). Le niveau d’eau dans ce dernier doit étre supérieur a celui du lait dans le

tube a partir duquel les dilutions seront préparées. L’ensemencement a lieu en profondeur

avec le milieu PCA. On incube a 37°C pendant 48h.
I 4. 4. Dénombrement des spores de Bacillus cereus :

Le traitement thermique des échantillons: ’

Dans le but de dénombrer les spores de Bacilus cereus , le tubes contenant 10 mi de la
premiére dilution de chaque échantillon subit un traitement thermique dans un bain-marie a
80°C pendant 10 min (Griffiths et Phillips, 1990 ; Stadhouders et al, 1992 ; Slaghuis ef al,
1997 ; Te Giffel et al,1995b). Les tubes sont ensuite plongés dans un mélange d’eau et de
glace. L’étape de Dactivation thermique a été appliquée dans les 5 minutes suivant
I’homogénéisation dont le but d’empécher la germination des spores durant la préparation de
’échantillon (Te Giffel et al, 1995a)

Les échantillons d’ambiance n’ont subi aucun traitement.

Préparation des dilutions décimales :

Des dilutions décimales de 10" a 107 ont été préparées en transférant a chaque fois

1ml de ’échantillon homogénéisé dans 9 ml de solutiopeptone sel (Biokar).

Dénombrement proprement dit de Bacillus cereus :
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La méthode utilisée pour le dénombrement de B. cereus est une méthode de routine : il
s’agit de la méthode AFNOR XP V08-058.proche de la méthode de référence ISO 7932

(1996), le mode de confirmation des colonies caractéristiques de B. cereus y est plus simple.

Le milieu utilisé est le milieu MYP agar (Merck) (Mossel et al, 1967). Deux boites par
dilution sont ensemencées et incubées a 30°C pendant 24 heures ou éventuellement pendant

24 autres heures supplémentaires (Te Giffel et al, 1996).

De chaque boite contenant entre 15 et 150 colonies, trois colonies présumées de B.
cereus : de couleur rose, grandes et entourées d’une zone blanche (Christiansson, 1998) sont
prélevées pour confirmation selon la méthode de routine citée précédemment. Des
suspensions en eau physiologique sont alors préparées a partir de chaque colonie
prélevée.pour subir les tests de confirmation suivants: La coloration de Gramet la
mobilité par observation microscopique, la production de lécithinase : observée par
I’apparition d’une zone blanche autour des colonies de Bacillus cereus due a [’action

'd’hydrolyse du jaune d’ceuf par la lecithinase et le test d’hémolyse réalisé comme suit :

A la surface d’une boite de Pétri contenant la gélose au sang, on ensemence les
inocula prélevés des suspensions en eau physiologique en stries paralléles. Les boites sont
alors incubées a 30°C pendant 18 a 24h. Apres incubation, a la surface des géloses au sang,
les stries des bactéries hémolytiques apparaissent entourées d’une zone claire d’hémolyse et

parfois les colonies sont de couleur verdatre. |

|

Expression des résultats :

Au niveau des boites : on détermine le nombre de Bacillus cereus & partir du nombre

de colonies caractéristiques multiplié par la proportion de Bacillus cereus confirmées.

Le nombre de Bacillus cereus par ml d’échantillon est alors exprimé par la formule

suivante :
N=ZXa/v*1,1*d,

Avec ¥ a= la somme des nombres des colonies de Bacillus cereus confirmées sur les deux
Y

dilutions successives retenues.
d : le taux de dilution correspondant & la premiere dilution retenue.

v : le volume d’échantillon étalé sur chaque boite.
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I.5. Identification des souches de Bacillus cereus

1. 5. 1. Isolement des souches:

D’une boite on préléve un maximum de cing colonies bien isolées. Apres
observation microscopique et confirmation de la forme bacillaire d’une colonie, celle-ci est
transférée dans un tube a essai contenant le milieu MOSSEL liquide de base. Le tube est agité

le tube pour disperser la colonie dans le milieu. Enfin, on incube les tubes a 30°C pendant
18h.

L. 5. 2. Conservation en milieu solide incliné :

Nous avons réalisé la conservation de Bacillus cereus en utilisant le milieu MOSSEL
solide de base en tubes inclinés. Dans les conditions stériles nous avons prélevé une goutte du
tube enrichi, puis effectué un ensemencement en stries en remontant tout au long de la surface
de la gélose. On incube & 30°C pendant 18h les tubes inclinés et pour leur conservation, ces
tubes sont stockés a 4°C pendant six mois maximum, car aprés ce délai on effectuera un

repiquage.
Plus de 800 tubes a gélose inclinée ont ainsi été conservés.
I.5.3. le tests utilisés pour Pidentification des souches de Bacillus cereus:

L’identification des souches isolées a été réalisée par I’examen de 23 tests morphologiques et
biochimiques. Ces tests sont :

- L’examen microscopique a 1’état frais et aprés coloration de Gram

- Le test de la lécithinase : recherchée sur le milieu de Mossel. L’éclaircissement du jaune
&’ ceuf autour des colonies et un précipité en halo traduit la dégradation de la Iécithine.

- La recherche des Hémolysines : Elles sont mises en évidence par culture sur gélose au sang.
(Norme XP V 08-058)

- Réaction au rouge de méthyle : Apres 24 4 48 h d’incubation sur milieu de Clark et Lubs,
2ml de culture sont placées dans un tube a hémolyse au contact de quelques gouttes de rouge
de méthyle. Le réactif reste rouge lorsque le pH est inférieur a 5, ce qui traduit une production
d’acide. Dans le cas contraire, il vire au jaune, '

- Réaction de Vosges Proskauer |

A partir de la méme culture utilisée pour le test RM, on prend 1ml qu’on place dans un tube a
hémolyse. On ajoute 0.5ml de réactif a ’alpha naphtol et 1ml de soude a 16%. Apres agitation

et un délai de 10mn, une coloration rose traduit la formation de I’acétoine.

51

NN 1) i i il i



T

- Dégradation de la gélatine : Une gélatine nutritive est ensemencée par piqire centrale.
Apres une incubation de 48h a 2 semaines & 30°C, le tube est observé : la persistance d’une
liquéfaction méme a basse température indique la liquéfaction de la gélatine.

- Hydrolyse de la caséine : Une boite de Pétri contenant une gélose au lait est ensemencée par
touches, puis incubée 24h a 30°C. L’hydrolyse de la cas¢ine est mise en évidence par la
clarification du milieu. |

- Formation d’indole : Mise en évidence par le réactif de Kovacs aprés culture de 24H sur
milieu Indole-Nitrite. La présence d’idole se manifeste par I’apparition d’un anneau rouge en
surface. _

- Hydrolyse de ’amidon : Mise en évidence sur gélose nutritive ordinaire contenant 1%
d’amidon soluble coulée en boite de Pétri et ensemencée par touches. La dégradation de
I’amidon est révélée par la vaporisation d’une solution d’iode N /10 qui fait virer au bleu le
milieu amylacé sauf dans la zone d’hydrolyse.

- La recherche de la Béta-Galactosidase : Une colonie est mise en suspension dans 0.5ml
d’eau physiologique. Les cellules sont lysées par une goutte de toluéne. Un disque imprégné
d’ONPG est ajouté. Une coloration jaune apparaissant aprés trois heures d’incubation a 37°C
traduit la présence d’une Béta- galactosidase.

- La lysine décarboxylase (LDC) : 3 4 4 gouttes d’une suspension dense de culture de Bacillus
cereus sont ajoutées & 2ml du milieu de Moeller + Lysine de couleur initiale violette
(indicateur coloré : pourpre de Bromocrésol). Aprés 24h d’incubation a 30°C, une
clarification du milieu traduit la présence d’une lysine-Décarboxylase.

- L’arginine dihydrolase : la méme technique utilisée pour la mise en évidence de la LDC est
utilisée ici avec le remplacement de la lysine par ’arginine.

- Le teste de la catalase : Mise en évidence par contact de la culture avec une solution fraiche
d’eau oxygénée a 10 volumes. Une goutte d’eau oxygeénée est placée sur une lame est une
goutte de culture y est repartie : un dégagement gazeux traduit la décomposition de 1’eau
oxygénée sous 1’action de la catalase. ‘

- Le teste de ’oxydase: Un disque « oxydase » est placé sur une lame et imbibé d’une goutte
d’eau. Uune colonie de la culture est déposée a sa surface. Une coloration rose se manifeste

en quelques minutes en cas de réaction positive.

- Le teste de I'uréase : 2 ml du milieu Urée-indole (de couleur orange rougeétre), sont

ensemencés par une colonie bactérienne. Une alcalinisation du milieu se traduit par une

52

SN ] i i b Il



coloration rose, et une acidification se traduit par une coloration jaune. Si le milieu reste

inchangé le test est dit variable.

- La fermentation des sucres:
Nous avons utilisé¢ la galerie classique pour la fermentation de huit sucres
(Glucose, Fructose, Saccharose, Arabinose, Galactose, Xylose, Lactose et Maltose). Pour
cela, une gélose semi-solide pour fermentation des sucres a €té utilisée : la gélose pour
fermentation au bleu de Bromothymol. Elle est repartie dans des tubes a essais, a raison de 7-
8ml du milieu par tube. Avant ensemencement, 1ml d’une solution de sucre a 5 ou 10%
stérilisée par filtration sur filtre millipore 0.45 pum est ajoutée aseptiquement au milieu en
surfusion. Chaque tube est ensemencé a I’aide d’une anse puis incubé a 30°C pendant 24h.
La couleur initiale du milieu est bleue, avec la fermentation, I’indicateur vire au jaune.
Si un dégagement de gaz accompagne la fermentation, des bulles d’air se forment dans la

gélose.

II. Etude de Peffet de la température, du pH et de I’a,, sur la croissance de

Bacillus cereus

1

I1. 1. Description des conditions de culture :
IL. 1. 1. Milieux de base :

Les cinétiques de croissance de Bacillus cereus ont été réalisées dans le bouillon
nutritif et dans le lait.

Les cinétiques de croissance ont été suivies par mesure de la densité optique. Pour cela
nous avons utilisé un spectrophotométre modele « Jenway 6300 a cuve, a la longueur d’onde
de 610nm. Afin de convertir les valeurs de DO en log N (UFC/ml), une courbe d’étalonnage a
été réalisée comme suit: A chaque lecture de la DO, un ensemencement est effectué en

paralléle sur la gélose nutritive. Le dénombrement des boites des Pétri a lieu aprés 24h a 48h
d’incubation a 30°C \
Pour le suivi de la croissance de Bacillus cereus dans le lait, les dénombrements ont
¢té effectués par culture sur la gélose nutritive (Lopez et al, 1996).
IL 1. 2. Description des facteurs étudiés
Sur la base des données bibliographiques, trois facteurs environnementaux ont

été étudiés : la température, le pH et I’ay, Il s’agit de facteurs majeurs qui ont une
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signification biologique sur la croissance et la multiplication des microorganismes dans les
aliments.

La détermination de la gamme des valeurs pour chaque facteur, a été guidée par les
caractéristiques de Bacillus cereus et par I'intérét de ’application de ces facteurs dans le

domaine de I’industrie alimentaire.

1I. 1. 2. 1. La Température :

Bacillus cereus est une bactérie mésophile, et thermorésistante. Certaines souches sont
psychrotrophes ; pour ces raisons, Les températures maximales optimales et minimales ont
été recherchées.

Pour déterminer les températures minimales de croissance, les souches ont été cultivées
sur bouillon nutritif & 30°C pendant 20 h, 0,05 ml de la culture ont été transférés dans un tube
contenant 10 m! de bouillon préalablement refroidit dans un mélange d’eau et de glace. Pour
chaque souche 3 tubes ont été utilisés. Les tubes ont ét€ portés a la température de 12°C.
Aprés 21 jours d’incubation les tubes ont été examinés en vue de vérifier la présence d’un
trouble microbien. A partir de chaque tube présentant un trouble, 0,05 ml ont été transférés
dans des tubes contenant du bouillon nutritif frais et incubés a4 10°C La méme expérience est
répétée a 8°C, 6°C et 4 4°C (Dufrenne et al, 1994).

Pour déterminer les températures maximales de croissance, les souches ont été cultivées
sur bouillon nutritif & 30°C pendant 20 h, 0,05 ml de la culture ont été transférés dans un tube
contenant 10 ml de bouillon préalablement refroidit dans un mélange d’eau et de glace. Pour
chaque souche 3 tubes ont été utilisés. Les tubes ont été portés a la température de 44°C.
Aprés 24h d’incubation les tubes ont été examinés en vue de vérifier la présence d’un trouble
microbien. A partir de chaque tube présentant un trouble, 0,05 ml ont été transférés dans des
tubes contenant du bouillon nutritif frais et incubés a 44 °C La méme expérience est répétée a
46°C, 48°C et 4 50°C (Dufrenne et al, 1994).

Les cinétiques de croissance ont été étudiées, quand a elles, a 30 et 10°C

I1.1.2.2. Le pH:

La gamme du pH choisi est de 4.5, 5.5, 6.5 et 7.5 Le pH est ajusté par addition de
HCL 0.1N ou de NaOH 0.1N avant la stérilisation du milieu.
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11.1.2.3. L’a,:
L’activité de I’eau par I’ajout de NaCl a des concentration différentes et choisis :

0.5%, 2.5%, 4.5% et 7%. L’équivalence NaCl- Aw est estimée par la formule de PERCC
(USA)

11. 2. Méthodologie :
I1. 2. 1. Préparation des suspensions de spores

La préparation de la suspension sporale a été réalisée selon la méthode décrite par Mazas
et al. (1995). Une colonie de Bacillus cereus est ensemencée dans un tube contenant 9ml de
bouillon nutritif et incubée a 30°C pendant 24h. 1ml de la suspension cellulaire formée est
alors ensemencé dans un deuxiéme tube de bouillon nutritif. Aprés 24 heures d’incubation a
30 °C, deux boites de Pétri contenant la GN sont ensemencées en stries a. Les boites sont
portées a I’étuve 2 30°C pendant 24 h. Une colonie isolée est prélevée et ensemencée dans un
tube de BN qui est incubé 24 heures a 30°C.

Apreés I’incubation, un volume de 0,5 ml du bouillon enrichi est réparti en surface de
chacune des cinq boites de Pétri ou flacons de Roux) renfermant la gélose nutritive fortifiée
(gélose nutritive additionnée de 1 ppm Mn?*. Les boites sont incubée a 30°C pendant 3 & 5
jours (Gonzalez et al, 1999).

Quand un voile de colonies apparait en surface des boites de Pétri, celles-ci sont
inondées par une solution tampon phosphate (tampon Sorénson) stérile et froide. A Iaide
d’une pipette Pasteur en forme L, la surface de chacune des boites est raclée.

La suspension sporale obtenue (des 5 boites) est récupérée dans un Becher stérile. Et
centrifugée a 600g pendant 5 minutes, le surnageant stérilement récupéré est soumis a une
deuxiéme centrifugation & 2500g pendant 15 - 20 minutes.

Le culot récupéré est suspendu dans un volume de tampon Sorenson €gal au volume
du surnageant jeté, aprés une bonne agitation, une deuxiéme centrifugation a 2500g pendant
15 - 20 minutes est effectuée.

Le culot formé est récupéré avec le tampon phosphate. La suspension sporale ainsi
obtenue et repartie en tubes a hémolyse stériles qui sont conservés a 4 °C.

La numération des spores de B. cereus dans la suspension est effectuée par la cellule

de Thoma. Celle-ci renferme environ 10® spores / ml.

1L. 2. 2. Préparation des milieux : !

Les cinétiques de croissance ont été étudiées, a 30 et 10°C
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Fa bowiton sl prépard eat pontigd dune 4 fioles de 500 ml & wlson de 320 m put
fiole. A chaque liole, on ajoute la concentration en NaCl désirée (0.5%, 2.5%, 5% et 7.5%) en
prenant en compte la composition du milieu en NaCl qui est de 0.5%. Chaque milieu est, a
son tour, partagé dans 4 autres fioles a raison de 80ml dans chaque fiole. Le pH est ajusté a la
valeur voulue (4.5, 5, 5.5, 6 et 7) par I’addition du HCI ou NaOH. Ces milieux sont alors
stérilisés. |
La figure N°7 illustre la relation entre les 3 facteurs environnementaux.

II. 2. 3. Inoculation :

Chaque fiole est ensemencée 4 partir de la souche préalablement enrichie. La quantité
de I'inoculum doit étre fixée au départ a une DO de 0, 02. Enfin chaque série de fioles sera
incubée aux températures étudiées 30°C et 10°C
IL. 2. 4. Evaluation de la population microbienne :

La croissance de Bacillus cereus et suivie par la mesure de la DO. Pour les séries des
fioles incubées 4 30°C. La DO est mesurée toutes les 2 heures pendant une période de 12h ou
14h suivie d’une lecture a 24 h et une derniére lecture & 48h.

Pour la série des fioles incubées 4 10 °C, la DO est mesurée chaque jour pendant une période
de 22 jours.
IL. 3. Modélisation de la croissance de Bacillus cereus:

Les courbes obtenues ont été utilisées pour modéliser I’effet de la température, du pH et
de la teneur en sel sur la croissance de Bacillus cereus. _
IL 3. 1. Modélisation de croissance de Bacillus cereus par un modéle primaire :

Le modeéle de Gompertz (Zwietering. ,1990) a été utilisé. Son équation s’écri} :

logN =A+C{exp{—exp(—B(t—M))}} |

A partir de ce modéle, on définit les paramétres suivants :

1
Le temps de latence : LAG=M {E) , le taux de croissance : EGR=—]'?g

e

La densité de population maximale : MPD=A+C, le temps de génération : GT=1%

11, 3. 2. Modélisation du taux de croissance de Bacilluy cerens:

Comme modele secondaire, on a choisi le modéle de Ratkowsky :

Jmax :[/) 3(T—'Enin )]z{l—[CXP(C 3(T'7;"“" ))] }
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b est une constante de Ratkowsky exprimé en °C™'h™®° Trin est la température minimale de

croissance (en°C),c3 est une constante exprimé en °C et Tpax est la température maximale de

croissance (en°C).

IL 3. 3. Modélisation de effet combiné de 3 facteurs sur les paramétres de croissance

‘de Bacillus cereus : |

L’influcnce de 3 facteurs environnementaux (Température, pH et Aw) sur les
paramétres- de croissance (Mmax ¢t lag) est modélisée par des équations quadratiques
polynomiales (surfaces de réponse), dont les deux formules s’écrivent :

Lon(pmax)=c1+c2 pH+c; Aw+cq T+es pH Awtcg pH THey Aw T+cg pHZ+c9 Aw2+c|o T?
Ln(lag)= cy+cy pH+c3» Aw+cy T+cs: pH Aw+ce pH THcyr Aw THcg: pH2+09’ Aw2+cm' T?
o | |
Ci (i=1....10,1’....10")sont des constantes, T est la température, pH est la teneur en acidité et

Aw est la teneur en NaCl.

3.3.4. Méthode d’ajustement_:
Pour ajuster les données obtenues, le critére des moindres carrés ordinaire a été

appliqué ; il s’agit de minimiser la somme des écarts.

SCE=Z[10gNtO bs-togNpal |
Le cocfficient de corrélation (cocfTicient de détermination ajusté) a également été utilisé.
SCE(résiduelle) n—1
SCE(total) n-p

R2=1

Ou n la taille du jeu de données et p le nombre de paramétres du modéle.

III. ETUDE DE LA THERMORESISTANCE DE Bacillus cereus

S

11L. 1. Préparation des suspensions de spores
Quatre souches ont été étudiées deux souches locales BALC1 et BALC2 et deux

“souches de référence la ATCC 4342 et la ATCC 7004 de la collection américaine de cultures

types (ATCC) ont ¢t¢  employées. Des suspensions de spore ont €lé oblenues comme cité
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précédemment. Des colonies de 24 heures de cultures ont été isolées dans l'agar nutritif
(Difco,) et cultivé en bouillon nutritif (Biolife,) pour 24 h a 30°C pour BALCI et BALC2,
35°C pour 7004 et 40°C pour 4342 (Gonzalez et al, 1999).

I11. 2. Détermination de la thermorésistance

Des traitements thermiques sur un éventail des températures (82-108°c) ont été
exécutés dans le thermorésistomeétre de TR-s¢ (voir annexe N°3) muni d’un pHmeétre avec
compensation automatique de la température et une électrode d'Ingold 465, qui peut mesurer
le pH avec une exactitude d'unité du + 0,01 de pH aux températures de jusqu' a 130°C
(Condon et al, 1993). La suspension de spore (0,2 ml) a été inoculée dans 400 ml des milieux
suivants: (a) Le tampon de Mcllvaine (phosphate disodique/acide citrique) a pH 7,0 et 5,2
préparé comme indiqué par Mc Kenzie et Dawson (1969); (b) extrait de carotte a son pH
normal (5,2) et acidifié a pH 4,5 et 4,0 avec les acides acétique, ascorbique, chlorhydrique,
citrique, lactique et malique. L'acidification des milieux a été effectuée a lintérieur de la
chambre du thermorésistomeétre, quand la température de traitement thermique avait été
atteinte. L'extrait de carottes de la variété Nantaise calibre moyen a été obtenu par le
chauffage a 121°C pendant 20 minutes de 500 g de carottes fraiches, lavées, épluchées et
coupées en tranches en 850 ml d'eau distillée et les morceaux de carottes sont enlevées aprés
I'ébullition. L'extrait a été stérilisé alors a 121°C pendant 15 minutes. Aprés préparation,
l'extrait a été stocké congelé jusqu’a son utilisation. La méme série d’extrait de carotte a été
employée pour toutes les expériences dans cette étude. Avant chaque expérience, des parties

de l'extrait de carotte congelées ont été décongelées pendant 18 424 ha4°C. |

I11. 3. Incubation et dénombrement des survivants

A intervalles appropriés, des échantillons de 0,25 ml sont pris du milieu de chauffage
et ont été placés directement sur des boites de Pétri Avec de la gélose nutritive. Le nombre de
spores survivants a été déterminé aprés incubation a 30°C pendant 24 h au moyen d'un

compteur de colonies automatique (AMS Protos, R-U) (voir annexe N°4) selon les

caractéristiques décrites par Ibarz et al (1991). ,

Pour évaluer l'effet de l'extrait de carotte dans le milieu de recouvrement sur la
capacité de recouvrement et la thermorésistance apparente des spores, deux milieux de
recouvrement ont été préparés comme suit: 1 litre d’extrait de carotte, obtenu comme
précédemment décrit, a été complété avec 23 g de gélose nutritive ou avec 10 g d'agar

bactériologique. Le pH de ces milieux aprés la stérilisation a l'autoclave était de 5.20+0.1.
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111. 4. Calcul des valeurs D et de Z

Les valeurs D (durée en minutes nécessaire permettant une réduction décimale du
nombre de spores traitées & une température ‘T’ donnée) ont été estimées a partir des pentes
des parties droites des courbes de survie (log du nombre de survivants vs temps). Des
valeurs de Dos ont été obtenues en triple et comparées en utilisant le test T de Student (Steel
et Torrie, 1960a).

Les valeurs Z (le nombre de degrés Celsius permettant une réduction décimale de D)
ont été déterminées a partir des pentes des courbes de destruction thermique (log D vs
température). La comparaison statistique des valeurs Z a été effectuée par l'essai

d’homogénéité (Steel et Torrie, 1960b).

II1. 5. Modélisation de la cinétique d’inactivation de Bacillus cereus.

I11. 5. 1. les modéles primaires

IIL. 5. 1. 1. Modéle de Chick (1908)

log {EN—(L)—] = —bf——;tzo
0

Ou D est le temps de réduction décimale.

Cette équation peut également étre intégrée pour obtenir une expression plus connue
pour la réduction des populations microbiennes:

'ln[—]%g] =Kt

0

I11. 5. 1. 2. Modéle de Gompertz modifié

0

B = le taux de décroissance d'une population microbienne
C = la densité maximale détruite
M = le temps ot la culture atteint le taux de de croissance maximal.

IIL 5. 2. Modélisation du taux de décroissance maximale.

Le modeéle de la thermorésistance a été utilisé
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_(T-TR)

Lo =
& DR Z

Log D= log décimal du temps de réduction décimale
Log D= log décimal du temps de réduction décimale & Tr

Z= Valeur d’inactivation thermique

I1L 5. 3. Modélisation de Ieffet combiné des facteurs (température, pH et Aw)
Linfluence des trois facteurs étudiés est modélisée par le modéle de Mafart (Mafart et

Leguerinel, 1998 ; Gaillard et al 1998)

LogD = LogD* (/Z )(T T+)-(1/z2, (pH pH*)z (/z )

Ou: LogD* log temps de réduction décimale a T* et pH*

T* = temperature de référence "‘5
pH* = pH de référence

a, = activité de I’eau

7= élevation de la température pour une réduction décimale de D

Z,u = variation entre pH et pH* nécéssaire pour une réduction décimale de D

1V. LES LOGICIELS UTILISES

Pour modéliser nos données expérimentales & des modéles choisis, nous avons utilisé
les logiciels Graphpad Prism 3.0, le Pothogen modelling program 6.1, (ERCC, USDA USA)
et le Food Micromodel (IFR, UK)
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1. RESULTATS DES ANALYSES MICROBIOLOGIQUES DU LAIT

Le tableau N° 10 montre les résultats de dénombrement des flores totale,
psychrotrophe et thermorésistante pour le lait cru prélevé au niveau des douze fermes étudiées

et au niveau du quai de réception de la laiterie de tlemcen.

Tableau N° 10 : Résultats des analyses microbiologiques du lait cru I’Ouest algérien.

Machine a - Receptlon )
Tralre s usine |

(N—148) '
;,,54‘88 105'

4 Maximum

I 1. 1. La flore totale :

On remarque que le lait cru, quelque soit son origine, contient en moyenne plus de -
10° germes totaux/mL.Pour les échantillons de lait prélevé de la mamelle, le taux de
contamination avoisine en général 106 ufc/ml. Le taux de contamination moyen du lait & partir
de la machine a traire est trés élevé, il dépasse 107 ufc/ml avge des valeurs extrémes égales ou
supérieures a 3,00.10& ufc/ml notées pour deux fermes en raison de prélévements effectués
pendant une période pluviale. Ces résultats élevés se confirment au niveau du lait arrivé a
’unité avec plus de 10.8 ufc/mL. On remarque donc une augmentation progressive du taux de
contamination par les germes totaux du lait cru tout au long de sa production a la ferme

jusqu’a son arrivé a 'unité
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I. 1. 2. La flore psychrotrophe :

Pour la flore psychrotrophe, les résultats obtenus au niveau des fermes e@udxees pour les
prélévements du lait effectués directement de la mamelle sont compris entre 200 103 et 5,77
10* ufc/mL, alors que pour le lait & partir de la machine a traire le taux de contammahorllf e/sf/
plus élevé et compris entre 6,80.104 et plus de 10° germes psychrotrophes/ml. En distinguant
les résultats obtenus pour le lait de la mamelle au niveau de chaque ferme, les taux étaient
inférieurs a 164 ufc/mL pour deux fermes alors qu’ils étaient supérieurs a 10%ufc/ml pour les
autres fermes restantes. Cependant, pour le lait & partir de la machine a traire, on note une

A AN
moyenne inférieure & 10° ufc/mL un maximum de ;!00.‘ 10° ufc/mL. En arrivant a Iunité, le

lait renferme également des taux avoisinant et méme dépassant 3,00. 10° ufe/mL.

D’aprés ces résultats, on remarque, comme pour la flore totale, une augmentation de la
contamination du lait cru par les germes psychrotrophes durant sa chaine de production

jusqu’a son arrivé a I'unité.

I. 1. 3. La flore thermorésistante :

Les taux de contamination en flore thermorésistante est élevé pour les deux origines
(lait de mamelles et de la machine a traire) au niveau des fermes avec plus de 10* ufe/mL,
alors que les deux fermes B et D enregistrent un taux inférieur a 10* ufc/mL. Par ailleurs on
remarque que le lait de la ferme C renferme environ deux fois plus de germes thermorésistants
que celui de la ferme A. Le taux de la flore thermorésistante du lait au niveau des fermes varie
en général entre éﬂ’f 10° et 4,20.10* ufc/mL. De fagon générale, ces résultats sont proches des
prélévements effectués au niveau du lait de 1’unité avec une moyenne de 1,30.10* ufc/mL. On
peut en déduire que la flore thermorésistante n’a subi qu’un développement microbien limité

lors des étapes de production du lait cru.

g,

Le seuil de 10¥ & 107 germes totaux/mL de lait & partir duquel on commence & détecter

une altération de sa qualité organoleptique (Richard, 1981) a été atteint dans la présente étude
pour le lait prélevé directement de la mamelle et a ét¢ méme dépassé pour le lait de la
machine a traire. Richard (1981) et Piton et richard (1982) trouverent dans leur étude que la
teneur initiale du lait est de 5.10* ufc/mL en moyenne et que le seuil d’altération n’est atteint

qu’aprés une conservation de 4 jours a 4-5°C.
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Il est possible d’établir pour chaque groupe microbien un seuil approximatif a ne pas
dépasser initialement dans le lait, pour qu’aprés conservation, ce dernier contienne moins de
10® ufc/mL. En appliquant ce raisonnement, Richard (1983) considére que le seuil limite pour
la flore psychrotrophe initiale doit étre de 2000 ufc/ml. Dans notre cas, seuls trois
prélévements ont donné des résultats inférieurs & ce seuil, alors que les valeurs moyennes de
toutes les fermes en étaient supérieures.

Les résultats obtenus pour le dénombrement de la flore totale et psychrotrophe du lait au

niveau des fermes montre une contamination élevée survenant au cours de la traite. Les causes
sont la non-élimination des premiers jets. L’apport de la peau des mamelles du a la présence
de nombreuses crevasses sur les trayons et au mauvais nettoyage des mamelles.
Le taux de contamination augmente aprés passage du lait par la machine a traire; Il y a
plusicurs causes a cela : le mauvais nettoyage de la machine 2 traire, utilisant des détergents
alcalins avec une eau froide favorisant le développement des micro-organismes, défaut
d’étanchéité de I’installation ainsi qu’une contamination provenant de certaines parties de
Iinstallation étrangéres au circuit du lait comme le circuit de vide par exemple (Chatelin et
richard, 1983).

De nombreuses espéces microbiennes sont capables de se multiplier dans le tank & basse
température. Cette multiplication de la flore psychrotrophe, en plus de ’apport du tank lui
méme, et de la croissance microbienne pendant les premiéres heures de s\tockage peut
expliquer le taux élevé de la flore totéle et la flore psychrotrophe au niveau du lait de I’unité.
En plus, 'augmentation de la flore totale qui ne croit pas & basse température peut étre
expliqué par I’ajout d’un lait d’une nouvelle traite au lait précédemment conservé, provoquant

une élévation de la température.

Connaissant I’influence importante des germes thermorésistants du lait cru sur la qualité
de conservation du lait pasteurisé, (Ravanis et Lewis, 1995), il est donc nécessaire de réduire
son nombre initialement au maximum. Selon Mourgues et al (1983), le seuil maximum a
respecter pour le lait pasteurisé est de 30000ufc/mL car dépassé cette limite, 1’altération peut
survenir. Ces auteurs ont montré qu’un lait cru contenaat 10* ufc/mL a une durée de
conservation de 12 jours 4 6°C aprés pasteurisation pour atteindre 30000ufc/ml et 23 jours
avant le défaut de goiit. Le lait analysé dans le cadre de cette étude se situe a la limite de ce

seuil. Curieusement, la flore thermorésistante augmente peu entre la mamelle et la laiterie.
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1. 1. 4. Bacillus cereus

L’incidence et la distribution du nombre de Bacillus cereus dans les échantillons de
lait prélevé directement de la mamelle, des machines a traire et des cuve de stockage du lait &

la ferme sont donnés par le tableau N°11.

Tableau N°11 : Incidence et niveaux de contamination de Bacillus cereus dans le lait cru de

’Ouest algérien

" Origine des ',
échantillons;

Ces résultats montrent que  23,96% (46 sur 192) des échantillons de lait prélevés a
la sortie de la mamelle sont contaminés par Bacillus cereus, le taux de contamination a ce
niveau varie de 10 2 2*10* ufc/ml. L’incidence de contamination a la sortie de la machine a
traire ne subit pas d’augmentation significative Elle est de 26,32%. Cependant le niveau
maximum atteint dépasse 10° ufc/ml. Paradoxalement, I’incidence a ét¢ moindre pour le lait

~de grand mélange prélevé au niveau du quai de réception du complexe laitier. Celle-ci a été de
14,19 % avec un niveau maximum de contamination noté inférieur a 10° ufc/ml.

Le niveau de contamination du lait cru par Bacillus cereus montre que moins de 3%

des échantillons sont contaminés par un nombre dépassant le seuil de 10* spores/ml, et 1%

des échantillons prélevés de la machine a traire sont contaminés par Bacillus cereus a un taux

3

superieur a 10° spores/ml
Concernant les sources de contamination, I’incidence est plus élevée, elle dépasse

i
50% pour le cas de la paroi interne de la machine a traire et la litiére de 1’étable. La peau des

mamelles et les cuves ont été trouvées contaminées presque une fois sur trois.
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L. 1. 5. Discussion des résultats relatifs 3 Bacillus cereus

Presque tous les auteurs travaillant sur I’isolement, la détection et I’énumération de
Bacillus cereus dans les aliments suivent les mémes procédures, et utilisent la gélose sélective
MYP agar de Mossel (, Mossel et al, 1967 ; Van Netten and Kramer , 1992). Dans le lait cru,
Pincidence et le taux de contamination par Bacillus cereus est généralement faible. Dans ce
travail, ’incidence trouvée est également faible puisqu’elle' était inférieure & 25%, cependant,
des échantillons ont été trouvés fortement contaminés. Le seuil limite pour un la%t destiné a la
consommation a été fixé a 10° Bacillus_cereus/mL car au deld de ce seuil ce germe est
considéré potentiellement” comme un micr()-'férgani‘sn;‘c:’} pathogéne pouvant produire des
entérotoxines. A 10* Bacillus cereus/mL, le lait est considéré comme impropre a la
consommation (Christiansson et al, 1999) En plus du lait pasteurisé, cette limite doit
s’appliquer également pour le lait cru car ce demier est souvent utilisé pour
’autoconsommation. En tenant compte de la croissance de Bacillus cereus dans le lait et afin
de ne pas dépasser le seuil légal, la teneur initiale du lait cru en Bacillus cereus doit étre
minimale. Ahmed et al (1983), ont trouvé que le taux de contamination du lait cru ne dépasse
pas 100 Bacillus cereus/ml.

Selon Te Giffel er al (1995a), la litiére contient généralement un grand nombre de
spores de Bacillus cereus, elle-méme due a une contamination supplémentaire par les féces et
le sol qui constituent les sources majeurs de contamination au niveau de la ferme. Ces
résultats sont confirmés dans notre étude d’aprés ces résultats, la présence permanente de la
litiere au moment de la traite représente danger pour la qualité du lait ;

- En ce qui concerne la machine a traire, Van Heddegham et Vlaemynck (1993),
rapportent que25% des machine 4 traire examinées contenaient 10 & 10* Bacillus cereus. Ces
résultats sont en accord avec ceux obtenus dans ce tarvail. Aussi, il existe une influence
saisonnale sur la présence de Bacillus cereus dans les équipements du lait car le croissance de
ce germe est favorisée par une température ambiante élevée (Van Heddegham et Vlaemynck,

-1993)

Les conditions environnantes (ambiance) jouent un role important dans la contamination
du lait cru par Bacillus cereus durant la traite. Selon Van Heddegham et Vlaemynck (1993),
cette contamination peut empreinter plusieurs voies: soit par un contact direct de Dair
environnant avec le lait, soit par un contact indirect avec le matériel laitier comme par
exemple : le passage de I’air par les gobelets trayeurs avant leur placement.

| Enfin, au moment de la conservation du lait, une contamination supplé,mentaire peut

survenir en raison d’un apport du tank lui méme du a un mauvais nettoyage et d’une
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température de conservation dépassant 4°C. Malgré I’apport minime du tank, il ne faut pas le
négliger car Bacillus cereus compte des souches psychrotrophes.

Dans les fermes que nous avons étudiées 80% du bétail souffre de mammite
chroniques et souvent sub-cliniques, or des études rapportent que lorsque la vache souffre de
mammite, le nombre des bactéries augmente dans le lait, considérablement et le lait peut
contenir plus de 10° ufc/ml. Ce sont surtout les bactéries des genres Staphylococcus et
Streptococcus qui en sont les principaux responsables mais d’autres bactéries parmi lesquels
Bacillus cereus peuvent aussi se trouver en grand nombre (Bramely et Mckinnon, 1990 ;
Driensson et Van Den Beng,1992). Cela pourrait expliquer les résultats obtenus pour le lait
d’une des fermes concernées. Aprés que les vaches aient subi un traitement a base
d’antibiotiques, nous avons constaté une diminution trés sensible du nombre de Bacillus
cereus jusqu’a son absence dans les échantillons prélevés durant les semaines qui ont suivi le
traitement. Deux mois plus tard, le nombre de Bacillus cereus recommengait a augmenter
dans le lait de cette méme ferme.

Nous n’avons pas étudié D’effet saisonnal sur l’occurence de Bacillus cereus,
néanmoins nous avons constaté que les échantillons prélevés dans la période d’automne
(octobre & Décembre) sont les plus contaminés. Le taux maximum relevé a été de 2.10% ufc/ml
de lait.'Comrﬁe il a été observé par Christiansson et al (1999), les résultats obtenus indiquent
que les facteurs relatifs au climat et particuliérement I’humidité du sol aprés une période de
pluie, joue un rdle important dans la contamination du lait par Bacillus cereus durant le
parcage ou la paturage. L’effet saisonnal sur la contamination du lait par Bacillus cereus a été
relevé par plusieurs auteurs (Griffiths, 1992, Phillips et Griffiths, 1986 ; Slaghis et al, 1997)

Helmy et al (1984) ont détecté Bacillus cereus dans 70% des échantillons de lait cru
égyptien avec un taux de contamination allant jusqu’a 10® spores/ml. Christiansson (1997) a
trouvé un taux de contamination du lait cru dans les cuves de stockage variant de 200 & 300
spores / ml a4 ’exception de certaines fermes oii le nombre trouvé était supérieur a 10°
spores de Bacillus cereus /ml .Te Giffel (1997) a trouvé que 36 % d’échantillons de lait cru
analysés contiennent Bacillus cereus, alors que Slaghuis et al (1997) n’ont trouvé que 5%

d’échantillons contenant un nombre de spores de Bacillus cereus supérieur a 200 spores/ ml

sur 288 échantillons du lait cru stocké dans des cuves. Enroth et al (2000) ont également

trouvé un nombre bas d’échantillons de lait cru contaminés par Bacillus cereus avec un taux

inferieur a 350 ufc/ml.
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Notermans et al (1997) ont clairement indiqué que Bacillus cereus présent dans le lait
peut constituer un risque pour la consommation et que la dose limite tolérable est de 10*

Bacillus cereus/ml. A ce taux Bacillus cereus est potentiellement dangereux.

Bacillus cereus peut étre introduit dans le lait a partir d’une variété de sources de
contamination pendant la production, la manipulation et le traitement. La source de
contamination qui revient le plus dans la littérature est le sol. Dans le Tableau N°12:
figurent I’incidence et les niveaux de contamination par Bacillus cereus dans les différentes

sources de contamination dans les fermes étudiées

Tableau N°12 : Incidence et niveaux de contamination par Bacillus cereus dans les

différentes sources de contamination €tudiées.

..+ Echantillons, . Niveaude @

contamination -~

B Peaﬁ_ de mamelle

. 102103 ufc/g

" Litiere de I'étable - _
4:10.2:10% ufc/boite

;- Ambiance de I'étable ..

La présence des spores dans le sol dépend de divers facteurs comme I’irrigation, la
fertilisation, la saison et le climat (Watanabe et Hayano, 1995 ; Von Stetten et al, 1999). Le
taux de présence des spores de Bacillus cereus dans le sol est généralement élevé : entre 10° et
107 spores/g (McKinnon et pettifer, 1993 ; Te giffel et al, 1995b ; Slaghuis et al, 1997).

L’air, I’eau, la litiére, I’alimentation, le paturage, la mamelle, les excréments des
vaches et les équipements de la traite sont géne’ralenllent cités comme sources de
contamination du lait dans Isequels Bacillus cereus ferait partie de la flore dominante (
(Andersson et al, 1995 ; Felske et al, 1998, Griffiths et Phillips,1990, , Te Giffel et al, 1995b,
Te Giffel, 1997 ; Van Heddghem et Vlaemynck, 1993 ; Walker, 1988).
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Les résultats de ce travail sont comparables a ceux décrits par Slaghuis et al (1997) qui
ont moﬁtré la‘ présence de Bacillus cereus dans 41 des 78 échantillons de litiére. Te Giffel
(1997) a trouvé que les principales sources de contamination étaient le sol (10* 4 107 ufc/g) et
les féces (<IO-104 ufc/g). Ceux-ci souilleront la mamelle ayant pour résultat la contamination
du lait cru. Mckinnon et Pettifer (1993) ont trouvé que le nombre de spores de Bacillus cereus
dans le sol est de 10° & 107uf/g et dans ’herbe était de 10° a 10° ufc/g. Christiansson et al
(1999) ont trouvé un nombre moyen de spores dans le sol de 1450 spores/g..

Herlin et Andersson (1996) ont trouvé des souches identiques ou presque identiques
dans le sol, le lait des vaches et les cuves de stockage du lait. Quelques isolats du fumier
étaient également semblables a ceux du lait et du sol.

Te Giffel et al, (1995) ont trouvé que I’herbe, I’ensilage, le concentré et les feces
pouvaient contenir plus de 10* ufc/g .Ces rﬁémes auteurs ont montré également que la litiere
utilisée contient de temps en temps des nombres importants de spores dépassant 10%g
Slaghuis et al (1997) ont trouvé que I’extérieur de la mamelle pouvait étre une source
importante de contamination. Des résidus de féces peuvent rester sur la mamelle si celle-ci
n’est pas bien nettoyée.

Christiansson et al (1999) ont trouvé Bacillus cereus dans Iair avec un taux de 100
ufc/m® considérant ainsi I’air comme une source peu importante de contamination.

La salle et I’équipement de traite peuvent également avoir des conséquences sur la
contamination du lait cru (Austin et Bergeron, 1995, Te Giffel, 1997, Slaghuis, et al, 1997,
Enroth, 1999). Dans notre étude, toutes les fermes procédent a la traite mécanique mais huit
‘fermes ne disposent pas de salle de traite appropriée. Pour toutes les fermes, les machines a
traites sont lavées aprés chaque traite puis rincées & I’eau javellisée a I’exception d’une ferme
qui utilise un détergent « biocide ». Ronner et Husmark (1992) et Andersson et al (1997) ont
montré que le processus de nettoyage n’élimine qu’une partie de la population des spores
présente 2 la surface de la cuve en acier inoxydable. Il est connu que les spores ont la capacité
de s’y _adhérqr. Te Giffel et al (1996) ont montré que 35% d’échantillons prélevés a partir des
cuves de collecte et de stockage contiennent Bacillus cereus . "5

L’observation des causes de contamination laisse suggérer que 1’absence de bonnes
pratiques d’hygiéne manifeste en est la principale. Le niveau de propreté constaté dans les
étables ne répond guére aux normes d’hygiéne.

Le nettoyage des machines a traire au niveau des fermes étudiées s’eflectue toujours

avec de I’eau javellisée, alors que les méthodes de nettoyage se développent. Un ringage de la
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machine 2 traire avec une eau froide directement aprés la traite, suivi d’un traitement acide et
alcalin a chaud suivi d’un ringage serait mieux adapté. (Richard, 1985)

Dans les fermes étudiées, le trayeur se soucie peu de son hygiéne vestimentaire et
corporelle, et les premiers jets de laits ne sont pas toujours €liminés au niveau de certaines
fermes. Ces jets sont toujours fortement contaminés et constituent un véritable danger.

Il faut également noter le manque de formation zodtechnique ou méme agronomique
pour tous les éleveurs, mais surtout le manque de professionnalisme noté chez la plupart des

personnes ayant une relation avec la production du lait cru a la ferme.
L 1. 6. Les analyses microbiologiques du lait cru : Conclusion

Les résultats obtenus concernant l’incidence de Bacillus cereus dans le lait cru et dans
I’environnement fermier soulignent le manque d’hygiéne constaté tout au long de la chaine de
production. Les souches de Bacillus cereus ont été isolées de toutes les sources de
contamination examinées avec un taux qui differe d’une source a I’autre. La maitrise de

Bacillus cereus dans le lait cru doit donc passer avant tout par un contréle minutieux des
sources de contamination. !

Afin de satisfaire aux exigences actuelles en matiére de qualité bactériologique du lait
cru, les méthodes d’élevage au niveau des fermes spécialisées dans la production laitiere
doivent étre revues et développées pour minimiser au maximum les risques de contamination.

Plusieurs insuffisances ont été constatées au niveau de la disposition, de Parchitecture
et de P’utilisation des batiments. L’étable fait parfois office de salle de traite, ce qui est
fortement déconseillé du point de vue hygiénique Les systémes d’évacuation des eaux usces
au niveau de I’étable sont inefficaces voire inexistants. Les allées ne sont pas empierrées. Le
stockage de bouses se fait dehors ou dans des salles assez proches de I’étable ou du lieu de
stockage de fourrage et aliments concentrés.

La disposition et I’architecture de certains batiments est & revoir complétement afin
d’éviter que les contaminations extérieures n’atteignent la salle de traite et ne contaminent le
lait. Des distances de sécurité séparant les différents batiments au niveau d’une méme ferme
doivent &tre respectés. Dans tous les cas, des salles de traite conformes aux normes d’hygiéne
doivent étre réalisées

De plus, il serait souhaitable de remplacer la machine & traire par un systéme lactoduc
congu pour éviter tout contact du lait avec I’extérieur et pour respecter la chaine de froid, afin

d’éviter les multiplications de la flore totale et psychrotrophe.
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Sachant que le nombre des germes thermorésistants du lait cru conditionne la durée de
conservation du lait pasteurisé (Franklin, 1970, Ravanis et Lewis, 1995), il serait judicieux de
lier le prix du lait & sa qualité bactériologique sinon dans un premier temps, le complexe

laitier se doit de refuser les laits fortement contaminés.

L 2. Résultats et discussion des analyses microbiologiques du lait au niveau du complexe

laitier

1. 2. 1. Les Résultats

Les résultats des analyses microbiologiques du lait au niveau du complexe laitier (voir
en annexe) montrent la présence d’une importante charge microbienne (germes totaux, flore
thermorésistante et Bacillus cereus) et ceci 4 toutes les phases du diagramme des opérations

(des matiéres premicres au transport du produit fini).

Un lait destiné a la pasteurisation ne doit pas contenir plus de 2.10%germes/ml. Le taux
anormalement élevé de la flore total dans le produit fini (de 10* a 10% ufc/mi) alors qu’il n’est
permis que 3.10° germes/ml au maximum. Cette importante charge microbienne dans le
produit fini, malgré I’application d’un baréme de traitement thermique sévere (85°C / 2mn),
est révélateur d’une insuffisance de maitrise des bonnes pratiques d’hygiéne et des régles de
BPF qui conditionnent le travail au sein d’une industrie agro-alimentaire.

La contamination est importante tout au long du process de fabrication du lait

pasteurisé. Le pasteurisateur n’est pas dans un état de fonctionnement optimum (pannes
fréquentes, étanchéité non assurée, baréme imprécis),
Les conditions de réception du lait cru constituent un facteur d’apport de contamination
microbienne importante car elles s’effectuent manuellement & I’exterieur de Patelier au
détriment des régles d’hygiéne. La mauvaise hygiéne corporelle et vestimentaire du personnel
et I’état du matériel en général vieux, usés. Les canalisations comportent de nombreux points
de fuites.

Le contrdle de I’ambiance effectué, en disposant des, boites de Pétri sur les tanks de
lait avant pasteurisation et celui du lait pasteuris¢ avant conditionnement (souvent ouverts) et
au niveau de la conditionneuse, prouve en effet, que la contamination aéroporté et
importante. Cela implique que les tanks font I’objet d’une contamination par I’air ambiant.

La présence d’insectes qui pénétrent dans les tanks car attirés par les produits laitiers

participent également & la contamination du produit.
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L’efficacité des opérations du nettoyage et désinfection NEP (CIP) n’est pas assurce.
L’équipement est mal entretenu et souvent en panne. La durée du nettoyage et les
concentrations des solutions (acide et base) ainsi que la température de I’eau ne sont pas
maitrisées.

La contamination post-pasteurisation, surtout au moment du conditionnement, est
avérée et importante. La prolifération microbienne dans le produit & ce niveau est
principalement due a ’état des conditionneuses, au dispositif de traitement UV défaillant, a
I’inexistante d’un plan de nettoyage et désinfection, aux mauvaises conditions de stockage du
film plastique qui sert d’emballage et surtout au non respect des consignes de froid tout au

long de la chaine de fabrication du produit, (la température se situe entre 10 et 15°C tout au

rlong du process)

La détermination de certains paramétres physico-chimiques peut aider a prévoir son
devenir sur le plan microbiologique. Ces analyses sont rapides et simples et réduisent
sensiblement le temps d’attente du lait avant pasteurisation. Elle permet également la mise en
vente immédiate du lait pasteurisé conditionné sans attendre les résultats d’analyses
microbiologiques qui ont pour inconvénient d’étre lourdes.

D’une maniére générale les résultats des analyses physico-chimiques so~nt a la limite
de ’acceptable. A la lumiére des ces résultats il apparait que la contamination du produit a

lieu méme apreés la pasteurisation.
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I1. Mise en place de la démarche HACCP au niveau des fermes

1I. 1. Audit sanitaire des fermes

Sur les douze fermes ayant fait ’objet de I’étude, Trois fermes situées dans la région de

Tlemcen, jugées représentatives, ont été sélectionnées pour I’application du systéme HACCP.

L’étape d’audit a été effectuée sans un référentiel reconnu au niveau international.

Nous nous sommes inspirés d’un check-list de contrble des producteurs de lait cru du

gouvernement Canadien. La premiére étape de notre étude a consisté & évaluer le degré de

conformité des fermes en matiéres des pratiques d’hygiéne. Des informations concernant ces

fermes sont données sur le tableau N°13.

Tableau N°13 : Fiches techniques des fermes étudiées

Exploitations Ferme A Ferme B Ferme C
Statut juridique EURL filiale ONCV. Ferme privée EAC

1 Directeur 1 gérant

Effectif :
‘ . 1 Ingénieur 1 technicien
02 gérants
1 technicien 1 vétérinaire ‘
06 ouvriers
4Quvriers laitiers dont 1 4 ouvriers
trayeur

Situation

Saf-Saf. Ain El Hadjar Tadounia

géographique
Ferme Abd el Djabbar /
Ferme Boukhalfa /
Limitation : Emielle/Ain-Fezza/Sidi- Ferme Bouchenafa / Ferme
. Ferme Bouhadjar / RN
Nord/Sud/Est/Ouest  El-Abdli/ Chetouane Benazza / Ferme Boukhalfa et
02 / Ferme Brixi
RN

Réseau de

GIPLAIT GIPLAIT GIPLAIT

distribution
. Quotidiennement (en
Camion GIPLAIT

Collecte Dimanche, Mardi et Jeudi

Dimanche, mardi

camion réfrigéré privé de

la ferme)
Surface totale de la
1097 hectares 37 hectares 59 hectares
ferme
Surface de P’étable 840 m’ 500 m” 220 m’

T | .
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Tableau N°13 (suite) : Fiches techniques des fermes étudiées

Production :

Agricole et laitiere

Agricole et laitiére

Agricole et laiti¢re

Nombre de tétes

30 vaches laitiéres

27 veaux et velles

41 vaches laitiéres

3 veauxet velles

18 vaches laitiéres

; 14 veaux et velles
par c,a:tégorle 7 vaches taries 7 vaches taries
d’age: ! taureau
3 taureaux 2 taureaux
Holstein pie noire
L Frangaise . o
Race (s) Holshtein pie noir . Holstein Hollande pie noir
Holstein pie noire
Allemande
Montbéliarde
Elevage : type de Entravée Libre

stabulation

Libre avec parcage

Alimentation

Fourrage vert et sec

Concentré VL

Fourrage vert et sec

Concentré VL

Fourrage vert et sec Concentré

VL

Horaire de traite

Matin : 2h 30mn / Soir :

14h 30mn

Matin : 6h/ Soir : 16h

Matin : 5h/ Soir: 17h

Production
journaliére
moyenne / vache

10 litres/jour/vache.

14 litres/jour/vache

10 litres/jour/vache
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Les résultats de 1’inspection sanitaire des trois fermes retenues sont synthétisés dans le
tableau N © 14. ‘

La disposition, P’architecture et [Iutilisation des batiments, présente‘nt plusieurs
insuffisances dont les plus importantes sont :

A Pexception de la ferme C, I’étable fait office égalément de salle de traite, ce qui est
fortement déconseillé du point de vue hygiénique. Les systémes d’évacuation des eaux usées au
niveau de I’étable ne sont pas entretenues et laisse stagner I’eau pendant de longues durées.
Comme les étables ne disposent pas d’assez de bouches d’aération et de fenétres, il y régne
toujours une odeur nauséabonde.

Les bouses sont stockées dans les environs immédiats de I’étable, ou de la salle de
stockage des fourrages et aliments concentrés et les allées entre les différents locaux de la ferme
ne sont pas empierrées.

Le niveau de propreté constaté dans les étables ne répond pas en général aux régles
d’hygi¢ne admises afin d’éviter toute contamination extérieure du lait cru a la ferme.

L’insuffisance du nettoyage des machines a traire qui s’effectue toujours avec de I’eau
javellisée, alors que les méthodes de nettoyage sont de plus en plus développées et mieux
adaptées. Apres le ringage de la machine a traire avec une eau froide directement apres la traite,
aucun traitement acide ni alcalin & chaud n’est pratiqué.

Le trayeur se soucie peu du respect de I’hygiéne vestimentaire et corporelle, notamment le
nettoyage et la désinfection de ses mains avant la traite. Les premiers jets ne sont pas toujours
éliminés. Ces jets sont fortement contaminés et constituent un véritable danger en augmentant
considérablement la flore initiale du lait cru. Le mauvais nettoyage des mamelles -parfois méme
son inexistence- entraine un surplus de contamination par la peau des trayons.

Il faut noter le manque d’informations et de professionnalisme pour certains éleveurs,
mais surtout le manque de motivation chez la plupart des personnes ayant une relation avec la
production du lait cru a la ferme que nous avons rencontrées.

Les résultats concernant Bacillus cereus que nous avons obtenus dans les échantillons de
lait cru et dans son environnement soulignent ce manquement aux régles d’hygiéne constaté au
niveau des fermes visitées. La maitrise de la contamination minobienne en général et de Bacillus
cereus en particulier passe par un respect rigoureux des bonnes pratiques d’élevage et des bonnes

pratiques d’hygiéne dans les fermes.
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Tableau N°14 : Résuitats de ’inspection sanitaires des fermes étudiées

b

CAUSES DU FERME
ETAPES DANGER MODELE FERME A FERME B FERME C
MAIN
D’CEUVRE
-Stages + - - -
Formation du -Pratique ou
personnel expérience + + + +
quotidienne
-consignes au + + + +
remplagant
-tablier + hygiéne +
Hygiéne du vestimentaire ) ) )
trayeur -nettoyage des + ) ) )
mains
1/8 VL
Disponibilité | -nombre de trayeur T.mécanique
pendant la traite /vache 1710 VL 137 VL 2/14 VL 1/2-3VL
T.manuelle
-disponibilité du - 4 + 4
trayeur
METHODES
-Introduction VL en
des vaches -Calmement + stabulation + +
laitiéres permanente
-Elimiqatio_n des + n + +ou-
premiers jets
-nettoyage avant " 4 + +
chaque traite
-nettoyage avec eau + + + +
Nettoyage -nettoyage avec eau + +ou- +ou- +ou-
trayons javellisée
-nettoyage avec eau + ) ) )
savonneuse
-nettoyage bien fait + + - -
-ustensils de net lavette éponge mains Mains
-Essuyage des + ) ) )
trayons- ' ‘
-Filtre de la -présent + !
machine
A traire -propre M
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Tableau N°14 (suite et fin) : Résultats de I’inspection sani

taires des fermes étudiées

T suivre méthode de| | EA Eau javellisée |  EautISIS
nettoyage javellisé+1SIS
Basse
A [o] - [+
-tank -température 4°C 0-5°C température
-therr_nostat + + (2 tanks) )
fonctionnel
MILIEU
-présence de
, bouses pendant la - + + +
-Propreté de pe
’étable traite
-netfc')yage de e chax}g_t‘ament apres tr'fute du | fois/semaine
I’étable litiere soir
Parcours accés -empierré N i i i
-rarcours -propre + +ou-sale +ou-sale +ou-sale
-Etat des llejux : + + + +
proprete
-aération + + - -
- i . fex +
lavage d‘,l qualau + - mais + en €te - . ! .
jetd’eau fois/semaine
- 1 +
souillures pendant i (b.o.u‘ses et +ou- (bouses) + (bouses)
_Salle de traite la traite litiére)
-sol terre propre + +ou- sale +ou- sale ou- sale
-propreté des murs + +ou- sale +ou- sale -
-humidité aux i i + +
murs
—tempe;:ﬁlere dela température température température
saisonnale saisonnale saisonnale

IL 2. Délimitation de I’étude et constitution de I'équipe :

Cette étude HACCP prend en compte uniquement le danger microbiologique. Cet aspect

de la sécurité sanitaire est fondamental de toute production laitiér

e. L’étude met ’accent autant

que faire ce peut sur B. cereus au cours de la production du lait cru de vache a la ferme. Le d

consiste en la contaminati

on du lait cru par cette bactérie. 1l s’agit de la détecter lors des

différentes étapes de la préparation de la traite jusqu’au transfert du lait a ’unité.

Au niveau de chaque ferme, I’équipe HACCP est constituée des membres suivants :

1Y
e Leresponsable de la ferme, ou I’ingénieur ou le vétérinaire le cas échéant

e L’ouvrier responsable de la traite

e Le responsable de I’étude assisté de deux stagiaires

W]
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1L 3. Description du produit :

En 1909 le congrés international de la répression des fraudes a défini le lait destiné a
P’alimentation humaine comme suit : Le lait est le produit intégral de la traite totale et
ininterrompue d’une femelle laitiere bien portante, bien nourrie et non surmenée. 1l doit Etre
recueilli proprement et ne pas contenir de Colostrum. Cette définition a €été reprise par la
Jégislation algérienne a travers Particle 3 de Parrété interministériel du 18 aolit 1993 relatif aux
spéciﬁcétion e‘t la présentation de certans laits de consommation (voir en annexe 3) |

La F.LL (fédération internationale du lait) (1983) définit le lait comme étant : le produit de
la sécrétion mammaire normale, obtenu par une ou plusieurs traite, sans aucune addition ou
soustraction.

Par convention (en Algérie par réglementation artcicle 4 de P’arrété interministériel sus-
mentionné) - la dénomination « Lait » sans précision de ’espéce est réservée au lait de vache, tout
autre lait doit étre suivi de espéce dont il provient (lait de brebis, lait de femme, etc.)

Certains laits sont impropres a la consommation humaine

1) Lait provenant d’animaux malades.

2) Lait coloré, malpropre on malodorant.

3) Le lait contenant du colostrum (lait provenant d’une traite opérée moins de 7 jours
aprés la mise bas.

4) Le lait provenant d’animaux mal nourris et manifestement surmenés.

5) Le lait contenant des antiseptiques ou des antibiotiques.

6) Le lait coagulant a I’ébullition.

7) Le lait dont le nombre de leucocytes dépasse un certain seuil (nombre> a 500 000

cellules/ml).

La dénomination « Lait cru » est réservée au lait n’ayant pas été soumis a un traitement

thermique.

Une fiche descriptive du produit « lait cru » est représentée dans le tableau N°15.

11. 4. Utilisation du produit :

L utilisation du lait cru de ferme peut suivre 2 voies différentes (Tableau N°16) :

11 peut étre consommé directement ou transféré a la laiterie pour étre transformé en divers produits :

Lait pasteurisé ; Laits fermentés (leben, yaourts...etc) ; Beurre ; Différents fromages. 1
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Tableau N° 15 : Fiche descriptive du lait cru

ETUDE HACCP Formulaire 01

TITRE : Production de lait cru

DESCRIPTION DU LAIT CRU
Produit étudié : Lait cru de vache
Temps de conservation : 48h maximum & la ferme

Température de conservation : <6°C

Caractéres organoleptiques :

e Couleur :Blanc mata Blanc jaunatre

e Odeur : faible
e Saveur : agréable
e Consistance : homogene.

Caractéres physiques :
e pH(20°C) 165467
e Acidité titrable 1154 18°D .
e Densité :1.028 2 1.036 |
e Température de congélation : - 0.51a-0.55°C

Caractéres physico-chimiques :
e Matiére grasse : 34g/1
e Stabilité a I’ébullition : stable.

Caractéres microbiologiques :
e Germes totaux : maximum 2.10° ufc/mL
e Germes pathogénes : absence
e Salmonelles : absence

Valeur énergétique : 64 Kilocalories par 100g .
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Tableau N°16 : Fiche représentative de 1’utilisation attendue du lait cru

ETUDE HACCP

TITRE : Production de lait cru

Formulaire 02

IDENTIFICATION DE L’UTILISATION ATTENDUE DU PRODUIT

Nom du produit : Lait cru de vache

Durée de vie préconisée :
48h maximum.

Instruction conservation recommandée :

Garder a une température inférieure ou égale a 6°C.

Instruction mode emploi Annoncé :
Consommation aprés ébullition ou traitement
thermique.

Ne pas consommer cru

Population ciblée par le produit :
- Enfants;
- Adultes;
- Femmes enceintes.

Durée utilisation consommateur :
72h maximum aprés traitement thermique ou
ébullition

Modalités conservation :

A la ferme : Conservation a une température max
4°C.

Réception a la laiterie : max 6°C

Modalités conservation consommateur :

la chaine de froid continue

Mode emploi prévisible :
Autoconsommation a I’état cru

Autres consommateurs potentiels :
- Personnes de 3™ 4ge ;
- Nourrissons.

5- Construction du diagramme de fabrication

. . . |
Le diagramme de production du lait cru que nous avons €élaboré sert de base a la présente

étude HACCP. Nous I’avons construit de maniére a ce qu’il soit une représentation précise

By

1%
couvrant toutes les étapes allant de ’entrée des vaches laitiéres jusqu’a I’arrivée du lait & Punité.

La Commission du Codex Alimentarius stipule que lors de I’application du systéme

HACCP a une opération donnée, il convient d’étudier les étapes antéricures et postérieures a

I’opération en question. Partant de ce principe, nous avons élargi notre champ d’étude aux

procédures de nettoyage, car il s’agit avant tout d’un travail préventif.

N ]
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Ce travail a aboutit au diagramme théorique suivant (figure N° 4).

laite

Figure N° 4 : Diagramme théorique de la production du lait cru
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La qualité du lait cru exige que des précautions minutieuses soient prises principalement
au moment de la traite. Avant leur entrée en salle de traite, les vaches sont lavées et brossées
quotidiennement d’abord avec une brosse dure ensuite une autre douce, L’entrée des vaches
laitiéres en salle de traite se fera calmement et disposées & leur place habituelle, puis attachées .
La queue sera également immobilisée par un serre queue en évitant tout geste stressant pour
I>animal. Ces opérations sont effectuées sans I’intervention du trayeur.

La distribution des concentrés est faite dans une aire d’attente intégrée 2 la salle de traite.

Le lavage de la mamelle agit comme un stimulus et permet de limiter les risques de
contamination du lait par les germes se trouvant dans les souillures collées sur le pis.

Un bon lavage doit étre effectué avec une eau savonneuse propre et renouvelée, dont le
dosage en antiseptique ne doit pas irriter les mamelles. Le lavage est suivi obligatoirement d’un
essuyage afin d’éviter que les ruissellements des souillures diluées ne passent dans les manchons
trayeurs. Cet essuyage doit étre effectué avec une serviette propre en un mouvement remontant.
Les premiers jets sont impérativement éliminés dans un récipient propre.

Dés que la vache est préparée, il convient de poser rapidement les gobelets trayeurs. Une
traite pour étre efficace doit étre rapide, compléte et faite & heures fixes. La présence du trayeur
est exigée pour le bon déroulement de cette étape. L’écoulement du lait doit s’effectuer par gravité
vers le bocal de réception, sans insufflation d’air. Le lait juste issu de la mamelle de ’animal est
considéré comme pratiquement aseptique, mais le premier contact avec I’extérieur de la mamelle,
I’air ambiant ou le matériel de traite entraine une contamination plus ou moins importante. Une
traite bien faite avec une machine bien réglée et des vaches laiti¢res bien stimulées, laisse entre 0
et 3% de lait riche en matiére grasse pouvant étre récupéré a I’égouttage. Lorsque le lait ne coule
plus, il suffit de masser et de relever la mamelle d’une main et d’opérer une légére traction sur les
gobelets de I’autre pour que les derniers jets d’égouttage soient obtenus.

La salle de traite est nettoyée aprés chaque traite. Il consiste en un brossage complet avec
utilisation de détergent et un nettoyage au jet d’eau. Le choix des revétements de murs et de sols
est essentiel pour un nettoyage rapide et efficace, Deux fois par an, la salle de traite est
désinfectée. Le matériel de traite doit étre de conception hygiénique.. Si cette opération est
supprimée dés la premiére lactation, les vaches laiti¢res s’y habjtuent trés bien mais cela entraine
une contamination des quantités restantes de lait au niveau de la mamelle. Apres la traite, les
gobelets trayeurs sont décrochés de la mamelle puis déposés sur leur portoir dans le but de les
maintenir propres pour la prochaine vache laitiére. Le transfert du lait dans les bidons de la
machine & traire, doit s’effectuer immédiatement aprés chaque dépose des gobelets. La

tempéréture de la cuve de stockage doit étre de 4°C. Le refroidissement du lait permet un
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ramassage tous les deux jours. Cette température doit étre homogene. Une agitation modérée du
lait évite une remontée des globules gras. Le nettoyage du tank doit s’effectuer aprés chaque
transfert de lait a la laiterie. Diverses méthodes peuvent étre appliquées par brossage avec une
solution alcaline chlorée chaude ou a I’aide d’un programmateur utilisant des solutions chaudes
ou froides de produits détergents (Richard et al, 1981)

La sortie des vaches laitiéres doit étre rapide mais pas brusque. En obéissant a la régle de
la marche en avant..

Lors du transport du lait, les chocs doivent étre évités au maximum pour ne pas entrainer
de dégradations due a la lipolyse et la protéolyse. La chaine de froid doit €tre ininterrompue : les
camions-citernes étant réfrigérés et le lait n’est jamais au contact de I’air ambiant. Le chargement
et le déchargement s’effectuent par tuyauterie.

Nous avons confirmé les opérations de production au niveau de chaque ferme en les
comparant au diagramme de production théorique établi. La vérification passe par une
modification pour certaines étapes et méme des informations complémentaires qui s’avéraient
inexactes. Les diagrammes de production confirmés pour chaque ferme sont donnés par le
Tableau N°17.
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Tableau N°17 : Diagrammes confirmés au niveau des fermes

ETUDE HACCP
Formulaire 03
TITRE : Production de lait cru
N° Fer.me A: . Ferme B : Ferme C:
, stabulation entravée . Lo
étape e stabulation libre stabulation libre avec parcage
avec litiere
1  Changement de liti¢re
2 Entrée des vachis laitiéres Entrée des vaches laitiéres
3 Préparation des vaches laitiéres  Préparation des vaches laitiéres
4  Alimentation des vaches Alimentation des vaches Alimentation des vaches laitiéres
laitiéres laitiéres
5 v :
Lavage des mamelles Lavage des mamelles Lavage des mamelles
6
Elimination des|premiers jets Elimination des premiers jets
7
Placement des gobelets Placement des gobelets Placement des gobelets
8
Ecoulemept du lait Ecoulemeit du lait Ecouleme\nt;du lait
9 £ 5
Egouttage Egouttage Egouttage
10
Dépose deigobelets Dépose deigobelets Dépose des gobelets
11
Transfert au tank avec Transfert au tank Transfert au tank avec des bidons
12 changementyde bidons sans couvircle
13 Sortie des vaches laiti¢res Sortie des vaches laitiéres
14 Conseank ConseWtank Conservation du lait au tank
15 Autoconsommation Laiterie  Autoconsommation Laiterie Autoconsommation  Laiterie

6. Analyse des dangers

Lors de cette étude, le danger que nous avons traité egt la contamination du lait cru par
Bacillus cereus. En respectant le champ de I’étude, nous avons établi une liste des causes
d’apparition de ce danger comprenant les sources de contamination qui lui sont propre, et dont
I’¢élimination ou la réduction & des niveaux acceptables est essentielle au regard de I’innocuité du

produit lait cru tableau N° 16
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Les mesures préventives que nous avons établies correspondent aux actions et aux
activités requises afin de prévenir I’apparition du danger ou de réduire son impacte a un niveau
acceptable (Tableau N°18). Plus d’une mesure préventive peut étre nécessaire pour maitriser un

danger donné, et plusieurs dangers peuvent étre maitrisé par une méme mesure préventive.
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7. Détermination des CCP

La détermination des CCP dans le cadre du systéme HACCP, est généralement basée sur
Parbre de décision proposé par le codex alimentarius (figure N° 15 ) (Mortimore et Wallace,
1998). L’application de I’arbre de décision, nécessité le bon sens pour éviter, dans la mesure du
possible, d’avoir des points de contrdle inutiles tout au long du processus de fabrication. i se peut
que des dangers a une étape ou le controle est nécessaire pour des motifs de sécurité et qu’aucune
mesure de prévention n’a été adoptée pour cette étape, oblige a modifier le processus a cette

étape-la, ou a une étape précédente ou suivante, afin d’y inclure une mesure de prévention.
b

Les questions de cet arbre doivent étre posées successivement pour toutes les étapes de la

production du lait cru a la ferme afin de déterminer si I’étape considérée constitue un CCP pour e
danger « contamination par B.cereus ».

Les 11 CCP que nous avons identifiés tout au long de la production du lait cru a la ferme,
sont représentés dans le tableau N° 19.

Les procédures de nettoyage sont appliquées afin de prévenir la contamination du lait cru.
Par contre, si celui-ci arrive a €tre contaminé par B.cereus, il n’existe aucune étape ultérieure
permettant d’éliminer la présence de ce danger ou de réduire son occurrence a un niveau

acceptable, ce qui constitue le point faible dans cette production.
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Tableau N°19 : Identification des CCP

ETUDE HACCP : Production de lait cru r laire 05
IDENTIFICATION DES CCP ormulaire

Etapes de production QI 1Q2 {Q3 | Q4 |CCP | Commentaires

Nettoyage de I’étable O |0 (O CCP |Le changement de la litiere est spécifiquement
(Changement de litiére) congue pour éliminer le danger. Afin de
prévenir totalement ce danger, I’élimination
compléte de la litiére est recommandée tout au
long de la production du lait & la ferme.

1-Nettoyage des VL o (0 (O CCP |Le brossage est congu pour réduire le danger &
(Brossage) _ un niveau acceptable.
9-Entrée des VL o lo IN lo Cette étape n’est pas congue pour éliminer le

danger. Le nettoyage peut le faire
ultérieurement.

3-Préparation des VL O |0 [N |O La disposition et I’attachement des VL peuvent
apporter un danger mais qui sera éliminé
ultérieurement par les étapes de nettoyage.

4-Alimentation O |O |N |N L’alimentation n’est pas congue pour éliminer
le danger.

5-Attachement de la o (0O |O CCP |Le danger résultant des mouvements de queue

queue peut étre éliminé par I’utilisation d’un serre-
queue.

6-Nettoyage mamelles
-Le nettoyage complet du trayeur, y compris

-Hygi¢ne corporelledu |0 |O |O CCP | les mains, est destiné spécifiquement a éliminer
trayeur ou a réduire le danger. Si le danger n’est pas
maitrisé aucune étape ultérieure ne pourra
I’éliminer.
-Lavage des mamelles o |0 |0 CCP |-Méme remarque.
7-Essuyage des mamelles {O |O |O CCP | -Méme remarque.
95
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Tableau N°19 suite : Identification des CCP

8-Elimination des
premiers jets

CCP

-Cette étape permet d’éliminer les premiers jets
qui sont trés contaminés, et donc de supprimer
ou de réduire le danger a un niveau acceptable.

9-Placement des gobelets

Au niveau de cette étape, la contamination ne
peut pas augmenter jusqu’a un niveau
inacceptable.

10-Ecoulement du lait

CCp

-Le danger introduit dans le lait lors de cette
étape ne peut étre corrigé ultérieurement.

11-Egouttage

Au niveau de I’étape égouttage, la
contamination du lait ne peut pas augmenter
jusqu’a un niveau inacceptable.

12-Dépose des gobelets

Méme remarque que pour I’étape précédente

13-Transfert du lait au
tank

CcCp

Un danger introduit lors du transfert du lait au
tank ne peut étre corrigé ultérieurement.

14-Trempage des trayons

La contamination ne peut pas intervenir ou
augmenter jusqu’a un niveau inacceptable lors
du trempage des trayons.

15-Sortie des VL de la
salle de traite

Le danger de contamination identifié lors de la
sortie des VL peut étre éliminé ou réduit par un
nettoyage de la VL et de la salle de traite avant
la prochaine traite.

16-Conservation du lait
au tank

CCP

Un refroidissement inadéquat peut entrainer
une multiplication bactérienne trés importante
rendant impossible toute tentative de
correction.

17-Transfert du lait a
I’unité

CCP

Tout danger survenu lors du transfert du lait a
Punité est difficile a éliminer ultérieurement.

S
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8. Etablissement des limites critiques, systéme de surveillance et actions correctives

Les limites critiques doivent étre précisées pour chaque CCP. 11 s’agit d’établir un critére de
référence, c’est a dire une zone limite, entre un produit siir et non str.

Les critéres de maitrise doivent étre autant que possibles des données chiffrables et
mesurables en temps réel : la température, le pH, la concentration en sel, la maitrise des procédés
de nettoyage et de désinfection. Des paramétres sensoriels tels que I’aspect visuel, I’odeur, le
gofit,la texture etc. peuvent également étre utilisée.

Comme il est représenté dans le tableau N°20, un CCP peut avoir une seule limite critique
ou un intervalle supérieur et inférieur selon le critere de maitrise considére.

Le systéme de surveillance que nous avons établi correspond a la mesure ou a ’observation
programmée d’un CCP par référence a ses limites critiques. Cette surveillance n’est pas continue.
Le nombre et la fréquence des opérations de surveillance tient compte de I’environnement et des
limites techniques et organisationnelles des fermes Le plan de surveillance proposé, devrait étre
suffisant pour permetire de déceler rapidement toute perte de maitrise du CCP afin qu’il soit
procédé aux actions correctives avant qu’il ne devient nécessaire de rejeter le lait.

Les actions correctives établies sont spécifiquement prévues pour chaque CCP de fagon a pouvoir
réagir aux écarts lorsqu’ils surviennent (Tableau N°18). Ce tableau de maitrise représente
ensemble des mesures et des décisions a prendre, afin de maitriser le probléme de la
contamination microbienne en général et de Bacillus cereus en particulier dans le lait cru dans le

contexte des fermes étudiées.

Aprés avoir établi les formulaires de base du systtme HACCP, une vérification de
conformité et d’efficacité de ce systéme, avec les concernés (responsables des fermes) et in situ,
doit étre effectuée avant d’étre enregistrée et validée.

La réussite de ce systéme repose essentiellement sur la volonté de mettre les moyens
(Locaux, matériel, méthode) en ceuvre. La disponibilité et la motivation des responsables en
particulier mais aussi de toute personne impliquée dans ce travail au niveau de la ferme est une

condition primordiale pour la mise en pratique de la démarche HACCP.

1
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I11. Application du systéme HACCP a Patelier de production de lait pasteurisé

Laiterie Mansourah de Tlemcen

Cette partie de I’étude a pour but de voir comment un systéme qui fait I’'unanimité quant
son efficacité dans le domaine de la sécurité des aliments peut s’avérer sans apport significatif
quand I’environnement ou les pré-requis ne sont pas réunis. A titre d’illustration nous avons
essayé de proposer a la direction de la laiterie de Mansourah — Tlemcen un plan qualité basé sur
le systéme HACCP articulé en ses différentes. étapes en tenant compte des résultats du diagnostic
qualité.

Actuellement, on constate un besoin d’augmenter la durée des produits laitiers pasteurisés
tout en préservant la sécurité du consommateur. D’aprés Ravanis et Lewis (1995), les facteurs qui
influencent microbiologique du lait pasteurisé sont les suivants : la qualit¢ du lait cru, le
traitement thermique appliqué, la contamination apres pasteurisation, la température de stockage
du lait pasteurisé. L’application du systéme HACCP pourrait aider a maitriser la qualité des trois

derniers facteurs.

IIL. 1. L’audit qualité préliminaire

La premiére étape consiste a évaluer le degré de conformité de D’atelier aux exigences en
matiére d’hygiéne. Il s’agit d’un audit de départ qui conditionne I’élaboration et la mise en place
du systtme HACCP. Cet audit comporte une inspection sanitaire conduite suivant le guide
d’inspection des établissements laitiers réalisé par le centre algérien du contrdle de qualité et de
I’emballage avec la collaboration du gouvernement canadien. Le guide d’inspection permet
d’évaluer les BPF et les BPH. L’inspection donne lieu a une notation de Iatelier audité qui
détermine les mesures et les délais nécessaires pour maitriser ces insuffisances. |
Les points de démérites alloués sont bases sur I’importance du risque de contamination. Les
risques sont classés en faible, moyen, €levé et critique et les points y afférant sont de 1, 10, 30 et
100 points (Cacqe, 1994)
Les résultats d I’inspection sont reportés sur le tableau N°21. La notation finale aprés sommation
des unités de démérite est de 1580. Cette note permet de classer I’atelier dans la catégorie C avec
un taux de conformité de 47,33%. La dégradation parfois impo;tante des locaux (peinture €caillée,
carrelage fissuré, glaces brisées) représente un risque majeur de contamination. Ces dégradations
rendent difficiles et inefficaces les opérations de nettoyage.
L’atelier est exigu, mal aéré et mal éclairé. Les conditions de travail ne sont pas confortables.

L’équipement ne bénéficie pas de maintenance préventive ni de fiche de vie et I’état général des

105

manuelles peu efficace car dépendant du degré de concentration de I'opérateur et de sa
compétence.

Les bonnes pratiques d’hygiéne ne sont pas toujours respectées. Les infractions qui sont
les plus remarques sont celles relatives au port de tenues non réglementaires et aux déplacements

fréquent et inutiles. Certains opérateurs sont insuffisamment qualifiés.



1

Tableau N°21 suite et fin : Audit de I’atelier de production de lait pasteurisé Laiterie Mansourah
— Tlemcen (d’aprés le guide d’inspection des établissements laitiers (CACQE, 1994)

Organisation de I’usine
-déplacement du personnel et matériel 10 . Incontrdlé
- affichages obligatoires 10 Absent
-contrdle des personnes étrangeres 10 Pas toujours effectué
-programme de santé 10 Non fréquent
Assurance qualité
-inspection des matiéres premiéres 20 Inexistant au niveau de 1’unité
-analyse du produit fini 20 Analyse incompléte
-analyse des points critiques 30 Incompleéte
-programme de la qualité de I’eau Pas de programme défini
-programme d’hygiéne 30 Non défini
-registre des traitements thermiques 30 Inexistant
-programme de formation des employés .30 Incomplet
-protocole de rappel 30 Inexistant
-programme d’entretien des équipements 30 inexistant
Aires extérieures
-disposition des ordures 10 Inadéquate
-évacuation des eaux usées et déchets 10 Dégradation des bouches d’évacuation
Dégagement des mauvaises odeurs
-hygiéne et nettoyage 10 Mal effectués
TOTAL | 1580
CLASSEMENT | catégorie C Surveillance intensive
109
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IIL 2. Proposition d’un plan HACCP pour la laiterie
1L 2. 1. Constitution de I’équipe HACCP et définition du champ de I’¢étude.

L’équipe de travail est constitué des membres suivants : le responsable qualité de la
laiterie : responsable de I’équipe, le responsable de la production, le promoteur de I’études
assurant la coordination et le secrétariat et des étudiants stz;giaires. L’équipe s’est réunie et a
délimité le champ de I’étude. L’étude couvre I’atelier de pasteurisation et le produit ciblé est le
lait de vache pasteurisé. Elle prend en compte unique ment le danger microbiologique en général
et Bacillus cereus en particulier. Les formulaires relatifs a ces deux points sont donnés par le
tableau N°20
I11. 2. 2. Description du produit

La fiabilité des ces informations est essentielle pour le bon déroulement de I’étude, les

données relatives au produit fini, aux matiéres premiéres et aux produits intermédiaires sont

synthétisées sous forme de formulaires voir les tableaux 23, 24, 25 et 26

Tableau N°22 : Fiche de lancement de I’étude HACCP

ETUDE HACCP Formulaire : LP 001
TITRE : ligne de lait pasteurisé

Champ d’études : toutes les étapes des opérations de la fabrication du lait pasteurisé : du
stockage des matiéres premiéres au transport en vue de la commercialisation
Objectifs visés: Identifier les dangers microbiologiques, les points critiques, les mesures

préventives, les actions correctives pour garantir la sécurité et la valeur d’usage du produit.

Constitution de I’équipe :

Nom : Fonction : Responsable qualité Animateur Désigné :
Nom : Fonction : Responsable de la production

Nom : Fonction : Responsable projet coordinateur

Nom(s) : Fonction : Eléves ingénieurs biologistes stagiaires

Date Début Analyse HACCP
Date Fin Analyse HACCP :
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Tableau N°23 : fiche descriptive de 1’eau de process

ETUDE HACCP Formulaire : LP 002
TITRE : Ligne lait de vache pasteurisé

Descriptif Matiére Premiéres : Eau de process

Nom : Eau de process
Stockage : bache d’eaux reliées au réseau algérienne des eaux
Traitement : adoucissement, décontamination

Caractéristiques microbiologiques :

10T t0tA1E 8 22°C . ettt ittt ettt ettt e e e <10?/mi
B TR T 1 (o T I At O R TXRTRE: abs / ml
B o t 1 TP U e TR PR <10/100 ml
~COlITONITES FECAUX ...t ut ittt et eirean ettt e e e e e aerteits e anaannae Abs/ 100 ml
=SUEPLOCOUES Deuvuiniiniiiiii et abs /50 ml
-spores d’anaérobies sulfito-réducteurs...........ooooiiiinii Abs / ml

caractéristiques physico-chimiques :

-Dureté totale (CACO )evvnrnreniininniniiniiirre et max 100mg / ml
~ChIOTUIES (Cl)euivninenien et Max 100mg / ml
SSUHALES (SO4) e vt Max 100mg/ ml
ANitrates (INOB) .. eneeiiniiiti et Max 45mg / ml
QT 1o T T () T R RTRTRPRITE: max 75mg / ml
-Magnésium (ME). .. coviiniiniiiiiiiie s .30-150mg / ml
B Y 1o Lo 0] 7211 S PR RS . max 500mg / ml
T = 11 S PR T TR sans défaut
G111 | ST P PP PP E TR sans défaut
mPH e 7.0-8.0
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Tableau N°24 : Fiche descriptive du lait avant pasteurisation

ETUDE HACCP : Formulaire: LP 002

TITRE : Ligne lait de vache pasteurisé

Descriptif produit intermédiaire : lait avant pasteurisation

Nom : lait avant pasteurisation

Traitement : réfrigération

Stockage : tank 15000 litres

-température : 4-6°C

-Consommation : process continu 10.000 I /h
-acidité : 16 - 17°D

Critére microbiologique Nombre de germes thermorésistants <10%ufc/ml

Tableau N° 25 : Fiche descriptive du lait pasteurisé avant conditionnement

ETUDE HACCP Formulaire : LP 003

TITRE : Ligne lait de vache pasteurisé

Descriptif produits intermédiaires : lait pasteurisé non conditionné

Nom : lait de vache pasteurisé

Traitement : pasteurisation - réfrigération

Stockage : tank 15000 litres

-Température : 4-6°C

-Durée d’attente avant conditionnement : 6 heures max.

-Acidité : 17 - 18°D
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Tableau N°26 : fiche descriptive du lait de vache pasteurisé en sachet de 1 litre

Etude HACCP Formulaire LP 04

Titre : Ligne lait de vache pasteurisé

Descriptif produit fini : sachet de lait de vache pasteurisé

Nom : lait de vache pasteurisé
Description : sachet de 1litre

Emballage : polyéthyléne

Traitement : pasteurisation - réfrigération
Transport et Stockage : 4-6°C

DLC : 72 heures

Composition :

-matiére grasse : 28 g/l

-E.S.T:135¢g/

caractéristiques microbiologiques :

TR T ) LN L) O L AR 30000 /ml
B o) T L i T TR CRTETETLTLRLRRLELS 10 /ml
GO IFOINES FECAUX. +-enenerirerereueeeeenisen et ereaaaes ettt et et sseattta st tantattseene 1 /ml
—clostridium SUlfItO-TEAUCIBULS. ... .viveeerieniiri et erer ettt aniaaten ettt aaaeane abs /ml
-staphy]ococcus AUEUS . + v e veneneenensaneasesesansescassasnssanauanassessesnessiasnasnensace 1 /ml
salmonélla. .. ., .................................................................................... 1.abs /ml
caractéristiques physico-chimiques :

T 11T S T T TR 1030 - 1032
e 1L TUT T Py P T T T TR 16— 18°D

B oI LU T SERCETTETLE 130 g/l
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HL 2. 3. 1dentification de P’ utilisation prévue du produit fini

Le lait pasteurisé doit étre stocké & une température inférieure a 6°C depuis la

pasteurisation jusqu’a sa consommation. Dans la réalité cette chaine de froid est inexistante. A

Punit¢ méme les capacités de froid ne permettent pas d’atteindre la température de 4°C. Le

transport ne s’effectue qu’exceptionnellement dans des camions frigorifiques. Au niveau des

points de ventes la situation est la méme : le stockage sous froid reste I’exception. Chez le

consommateur, le sachet de lait est soi consommé directement soi il subit un traitement thermique

qui peut aller d’un simple rechauuffage jusqu’a I’ébullition.

Les quantités qui ne sont pas utilisées sont stockées au réfrigérateur ou au congélateur.

Les informations recueillies sont données dans la fiche du tableau N°27.

Tableau N°27 : Identification de I’utilisation attendue du sachet de lait pasteurisé

ETUDE HACCP
TITRE : ligne de lait pasteurisé

Formulaire LP 06

ldentification de I’utilisation attendue du produit

Nom du produit : lait de vache pasteurisé

Durée de vie préconisée :
72 heures

Durée utilisation consommateur :

24 heures maxima

Instruction conservation recommandée :

Garder 4 — 6°C

Modalités conservation distributeurs

4-6°C respect de la chaine de froid

modalités conservation consommateurs :

A T°C ambiante, au réfrigérateur ou au

congélateur

Instruction mode d’emploi annoncé :

Aucune

Mode d’emploi prévisible :
Consommer frais ou aprés chauffage

Consommer en une ou plusieurs prise

Population ciblée par le produit :

Tout consommateur excepté les nourrissons

Autres consommateurs potentiels :

Nourrissons et malades et personnes agées

Pl e
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1IL 2. 4. Etablissement du diagramme des opérations de fabrication et sa vérification in

situ

Le diagramme élaboré doit étre le fruit des informations regues concernant, le bon
déroulement des opérations pour la fabrication du lait pasteurisé selon les normes internationales.
Les étapes doivent permettre I’obtention d’un produit standard quelque soient le lieu et le temps
en utilisant les mémes ressources (matiéres premiéres, ingrédients, équipements et BPF...). Il
s’agit donc d’un diagramme théorique des opérations : de la matiere premiére au transport du
produit fini qu’il faut vérifier sur site. Ce diagramme est représenté par la figure N°S5.

Le diagramme des opérations étant établit il faut le vérifier sur place dans la laiterie pendant
les heures de travail.

Aprés comparaison avec le diagramme des opérations existant dans la laiterie on constate

PPabsence systématique de certaines étapes, I’annulation d’autres et un non respect des bonnes

|
i

pratiques de fabrication.
1. Stockage des matiéres premiéres : La température de conservation du lai cru n’est jamais de
4°C. La température dans les tanks de garde ou de lancement, est souvent comprise ente 10-15°C.
La standardisation du lait n’est pas effectuée.
-L’étape de dégazage du lait n’est pas effectuée a cause d’une panne du dégazeur.
-Les Tanks toujours a moitié ouvert aprés le N.E.P et méme quand il contient du lait.
-Le baréme de pasteurisation trop sévére, 85°C durée 2 minutes.
-fonctionnement non satisfaisant de la remplisseuse conditionneuse. Le lait des sachets mal
soudés est récupéré dans un bac ouvert, ce lait est recyclé et pasteurisé de nouveau.
La comparaison entre ces deux diagrammes de opérations nous permet d’apporter des
modifications sur le diagramme rencontré sur place et ses informations faciliteront I’étape
d’analyse des dangers.
Aprés sa fabrication le lait pasteurisé conditionné dans des sachets de llitre est chargé dans des
camions de distributeurs privés en vue de sa commercialisation.

A la fin de chaque cycle de fabrication, tous les équipements sont nettoyés et désinfectés.
En fait le nettoyage et la désinfection font parie intégrante des processus de la fabrication d’un
produit alimentaire et présente en moyenne prés de 20% du fonctionnement d’une entreprise
agroalimentaire. Un nettoyage et une désinfection mal effectués sont source de contamination
biologique et physique du produit fini sans possibilité ultérieure de correction. A ce titre il

constitue un point critique qu’il faut prendre en charge.
p que g p g
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Le nettoyage en placé NEP ou CIP (Cleaning in Place) est un systéme de lavage automatique des
équipements et certains matériels impliqués dans le processus de fabrication du produit désiré
(voir tableau N°28). Les instructions de travail sont introduites dans un systéme automatique et
autonome qui effectue les taches pour une meilleure efficacité.

Le C.I.P comprend les étapes suivantes : '

I. Pré ringage avec de I’eau en circuit ouvert pour éliminer les restes de lait et des impuretés au
niveau de la tuyauterie et des tanks. Durée 2 minutes environ

2. Phase basique Une solution de soude, 1.5 % et a 80°C est mise en circulation dans les
équipements pendant 10 minutes

3. Ringage a I’eau pour éliminer la soude pendant 2 minutes.

4. Phase acide : Une solution d’acide nitrique a 0.7% a une température de 60-65°C est mise en
circuit pendant 10 minutes.

5. Ringage final avec de I’eau potable pour éliminer ’acide pendant 3 minutes.

6. Stérilisation a I’eau chaude pendant 10 minutes.

Tableau N°28 : Systeme de nettoyage des équipements de Datelier de lait pasteurisé.

EQUIPEMENTS SYSTEME DE NETTOYAGE

Echangeur a plaques C.Lp \
Tank de garde (12000litres), muni d’une | C.I.P

pompe centrifugeuse.
Filtres en acier inoxydable Manuel
Dégazeur (10.000 1 /h)
Homogénéisateur haute pression (250 bar), | C.I.P
capacité (30.000 I/h) faces internes en acier
inoxydable C.L.P
Pasteurisateur : Echangeur a plaques a deux | Hors C.I.P
circuits (lait et eau éhaude) et un autre (lait et
eau glacée) 10.000litres / h
Remplisseuse-conditionneuse Prepac a deux | C.I.P N
tétes de remplissage synchronisées. (sachets de

1 litre)
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Figure N°6 : Séquence logique du diagramme de fabrication du lait pasteurisé

[RECEPTION DU LAIT]

[CONTROLE DU LAIT

l

[ELIMMINATION DES IMPURETES PHYSIQUES]

'

[THERMISATION A 70°C]

[STANDARDISATION]

[DESAERATION]

[HOMGENEISATION A 250 BARS]

. [REFRIGERATION]

[PASTEURISATION]

'

[REFRIGERATION 4-6°C]

[REMPLISSAGE / CONDITIONNEMENT]

;

[REFRIGERATION/STOCKAGE 4-6°C]

[COMMERCIALISATION]
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IIL 2. 5. Analyse des dangers

Le process de fabrication étant défini, il s’agit a présent de constituer un schéma de vie du
lait pasteurisé et établir les risques bactériologiques possibles a chaque étape.

La meilleure maniére de définir ces risques est d’utiliser le diagramme de causes effets
(Diagramme d’Ishikawa) la méthode des 5 M, on s’intéresse a toutes les causes pouvant
provoquer un danger et les rechercher ainsi parmi: Le Matériel, Le Milieu, Les Matiéres
premiéres, La Méthode et La Main d’ceuvre

Cette analyse permet d’identifier les dangers microbiologiques liés & chaque étape du
process ainsi que leurs causes. A chaque danger, on associe une ou plusieurs actions préventives
afin de I’éliminer ou le réduire. Les dangers identifiés ont de deux types ceux liés & une .
contamination et ceux liés & une multiplication microbienne. La contamination microbienne des
matiéres premiéres, produits intermédiaires ou produit fini. Le tableau N°26 résume les éléments
et facteurs qui sont a I’origine de cette contamination. Ce tableau définit les causes du danger et
donne une idée sur les actions a prendre pour éviter ou minimiser ce danger, on définit ensuite le
type de contrdle (visuel, bactériologique, enregistrements..) et I’option de maitrise pour éviter le
danger.

Les mesures préventives suggérées pour la maitrise du danger sont essentiellement

relatives au respect des bonnes pratiques de fabrication et des bonnes pratiques d’hy'giéne
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111 2. 6. 1dentification des CCP

Les CCP sont des points clés du systéme et leur maitrise permet d’assurer la sécurité alimentaire.
Un CCP n’est valable que s’il existe des paramétres quantifiables pour assurer sa maitrise (temps,
température, pH, examen visuel...). Pour répertorier les CCP avec précision et avoir une idée plus
juste de leur détermination nous avons utilisé le systeme de cotation (on a retenu un ICr = 15

comme plus petite valeur pour désigner un CCP en relation avec I’arbre de décision. Figurel

1IL. 2. 7. Etablissement des limites critiques pour chaque CCP. “‘\

11 est nécessaire de définir pour chaque CCP identifié les valeurs permettant d’assurer sa
maitrise. Ces limitent correspondent a des paramétres que I’on peut mesurer, (température,
pH....), ces limites séparent un produit sain et un produit en voie de dégradation. Compte tenu
des erreurs des mesures et de temps de réponse, nous avons fixé des valeurs plus strictes que les
valeurs critique connues afin que le processus reste sous controle entre le moment ou ’anomalie
est détectée et le temps de déclencher les actions correctives.

I11. 2. 8. Etablissement d’un systéme de surveillance.

On a définit une méthode de surveillance pour les paramétres, microbiologiques et suivi
des températures et du plan d’hygiéne et entretien. En donnant les procédures et leurs
fréquences.

IIL 2. 9. Etablissement des actions correctives.

Les actions correctives sont prises dans le cas ou on s’écart des limitent critique malgré le
systtme de surveillance. Ces actions visent a rétablir la maitrise et a définir le devenir des
produits non-conformes. Les trois étapes précedentes sont synthétisées sous la forme d’un
tableau généralement nommé tableau de maitrise HACCP (voir le tableau N°30).

I11. 2. 10. Vérification
La sécurité microbiologique et la qualité organoleptique du produit doivent étre vérifiés
Périodiquement par des analyses microbiologiques et physico-chimiques dés la réception de la
matiére premiére, en passant par les produits intermédiaires et le produit fini.
La vérification est réalisé deux fois par an par un laboratoire externe et devrait porté sur tous les
analyses possibles. L’ensemble des documents concernant les méthodes de surveillance (fiches
de contrdle, instructions de travail) sont référencés et accessibles a toutes les personnes
responsable du contrdle. Les instructions de travail précisent qui doit controler et de quelle
maniére. Elles peuvent contenir des tableaux, rappelant les limites critiques, méthode de travail
(organisation..) ou encore le mode de fonctionnement d’un appareillage (programmation)

Enfin une fois par an la laiterie devrait faire I’objet d’un audit des toutes les activités pour la

fabrication du lait pasteurisé pour vérifier I’efficacité du systeme HACCP. "‘\
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Tous ces vérifications et actions correctives seront enregistrées et incluses dans le manuel
HACCP de I’entreprise.
I1L. 2. 11. Revue du syst¢tme HACCP et formation

Ces derniers points sont essentiels pour la pérennité du systéme HACCP.
Le systéme doit étre revu en entier au moins une fois par année. La revue se basera sur les
rapports des audits externes et internes et concernera la production, les contrdles, les actions
correctives et les vérifications. |

La formation du personnel reste un élément capital pour le bon fonctionnement de toute
entreprise, en effet ce qui fait la force d’une entreprise bien plus que les capitaux dont elle
dispose, c’est la qualité des ces hommes et I’esprit d’équipe qui les animent. Il est indispensable
de donner des formations appropriées aux personnels, par I’organisation de stages de formations,
d’ateliers, de conférences débats.

La documentation relative & toutes ces étapes sera inclue dans le manuel HACCP,

cependant celui-ci n’est pas figé ; 1l doit évoluer en fonction des situations rencontrées, ce qui

exige une attention continue. Les documents ne sont que des lignes directrices.
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111. 4. Discussion : Les limites d’application du systeme HACCP dans la filiere lait

Lexigence de produits alimentaires siirs est d’une importance centrale dans le secteur des
industries agroalimentaires. La Commission du Codex Alimentarius des Nations Unies offre a cet
égard aux gouvernements, a I’industrie et aux consommateurs un code international relatif aux
principes généraux de P’hygiéne alimentaire. Ce code suit la chame du produit alimentaire de la
production primaire jusqu’a la consommation finale, en soulignant les contrdles hygiéniques
essentiels a chaque stade.

Le systtme HACCP a jusqu’a présent été utilisé a des fins de sécurité alimentaire en
traitant essentiellement du risque microbiologique lors du traitement du lait. Une bonne
application du systéme HACCP nécessite Particulation de la filiére production, transformation ;
fabrication, conditionnement, distribution, manutention et mise a disposition du consommateur ce
qui est difficile & coordonner sans I’intervention des autorités chargées de la sécurité des
consommateurs. La sécurité des produits alimentaires fait intervenir des compétences
plurisectorielles notamment celles de I’agriculture, de la santé et du commerce.

Le systtme HACCP est une démarche interne a Pentreprise dont la raison d’étre est son
utilisation motivée et raisonnée. Elle doit répondre a un besoin réel explicite et exprimé. Elle
repose sur la participation de toutes les personnes impliquées dans I’activité concernée. Dans ce
sens, sans un engagement total et formel au plus haut niveau, le systéme ne peut pas réussir. A la
laiterie objet de I’étude, le manque de motivation est perceptible chez las employés qui
appréhendent mal leur avenir professionnel. La situation de P’entreprise et son caractére de bien
public laisse peu de possibilités aux dirigeants pour prendre des initiatives en se sens.

Au sens strict de la méthode, I’absence d’un traitement destructif des microorganismes
rend toutes les étapes critiques pour le lait et les produits laitiers crus. Dans ce cadre, des études
appliquées 2 la viande (Relation entre la qualité de la matiére premiére et celle des produits finis
sur la filiere haché industriel (Cartier, (1993)) ont montré que la qualité de la matiére premiere
conditionne celle des produits finis quelque soit le site de fabrication dans la mesure ol les bonnes
pratiques d’hygiéne sont respectées selon une relation linéaire :
y=Ax+ B
Avec y = contamination en entérobactéries des viandes hachées (logN/g)

X = contamination en entérobactéries des carcasses (logN/cm?)

1l apparait donc que le principal point & respecter est la qualité de la matiére premicre.

Dans le cadre d’une étude HACCP exclusivement microbiologique et dans les conditions précises
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de ci-dessus, les autres risques (contaminations du produit pendant le process) sont moindres que

le premier.

La méthodologie doit concerner un produit particulier sur un process particulier. Dans le

cas du lait cru & la ferme le process peut 8tre considéré comme étant unique.

A la laiterie de Tlemcen on compte plus de 700 (ce chiffre varie d’une année a I’autre)
¢leveurs qui livrent leur lait quotidiennement. Ce nombre fait due la quantité moyenne livrée par
chaque éleveur est faible. Cela entraine des difficultés de suivi de ces éleveurs. Les retombées
négatives sur la qualité microbiologique du lait livré sont évidente.

Certaines entreprises hésitent a mettre en OCuvre un systtme HACCP car ellels
surestiment les cofits et/ou apprécient mal les avantages potentiels qu'elles peuvent tirer d'une
meilleure qualité de leurs produits, d'une plus longue durée de vie ou d'une réduction des produits
non conformes, etc. En fait, I’importance des cofits relatifs a la mise en oeuvre du HACCP varie
largement suivant le type de produit ou de fabrication, des conditions existantes et de la manicre
dont le HACCP est mis en oeuvre.

Lorsque une entreprise met en oeuvre le systtme HACCP, il n’est pas rare qu’elle ait a
apporter des modifications dans des domaines tels I’approvisionnement en matériel, et en
matieres, I’élimination des insectes, la restriction de ’acces aux zones de transformation,
I’installation de systémes de controle de la température dans les zones de transformation, si I’on
juge ces mesures de prévention nécessaires lors de I’analyse des risques. Le colt total de la mise
en oeuvre du HACCP dépend de ’état sanitaire et hygiénique général de I’entreprise avant la mise
en oeuvre du HACCP. 1l faut préciser que la mise en oeuvre du HACCP ne nécessite pas toujours
d'investir dans des équipements et des procédures sophistiqués. Le principal est d'établir des
Points de Controle Technique et de les surveiller de fagon efficace.

Si I’entreprise maitrise déja les bonnes pratiques de fabrication et les régles d’hygiene, le colt de
la mise en oeuvre du HACCP ne dépendra que des colts de formation, d’¢élaboration des plans et

manuels HACCP, et du recrutement de consultants (si nécessaire).

Le code recommande d’adopter chaque fois que possible une approche d’amélioration de
la sécurité des produits alimentaires, par un systéme fondé sur I’ «Analyse des risques — points
critiques pour leur maitrise» (HACCP). Sur la base de ces recolnmandations, de nombreux points
des différentes législations nationales décrivent avec précision les exigences de sécurité
alimentaire. L’application du systtme HACCP a été généralement acceptée comme la bonne
méthode pour assurer la sécurité de la production agroalimentaire. Par conséquent, le nombre de

pays qui rendent obligatoire le systeme HACCP, en tout ou en parlie, augmente.
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On soulignera que les deux systémes ne peuvent se substituer ’un a I’autre, mais sont en fait
complémentaires et que leur application combinée devrait produire un systéme qualité hautement
efficace. Cet état de fait a créé une certaine incertitude quant a la mise en oeuvre de systemes
qualité 1ISO 9000 dans I’agroalimentaire. Certaines entreprises ont estimé qu’elles n’avaient pas
besoin de la norme 1SO, les recommandations du Codex et le systéme HACCP devant, au moins
théoriquement, garantir la qualité de leurs produits. Toutefois, ils passaient a coté du fait que la
qualité alimentaire comprend bien plus que la sécurité alimentaire.

Bien entendu, sans cette exigence fondamentale qu’est la sécurité alimentaire, on ne saurait parler
de qualité alimentaire, mais de nombreux autres aspects (valeur nutritionnelle, biolo-gique ou
hédonique, stabilité de la qualité donnée, etc.) sont également trés importants. Par exemple, un
produit alimentaire absolument siir est invendable si son apparence et/ou son goflit et/ou son odeur
ne répondent pas aux attentes des clients.

Le systtme HACCP dans les pays en voie de développement

L application des procédures HACCP dans les pays en voie de développement a été
Iargeméht reC(')mmandés (ICMSF, 1988 ; NAS, 1985 ; FAO/OMS, 1984). En dépit des réticences
initiales, le systtme HACCP devient maintenant de plus en plus populaire dans les pays en voie
de développement. Cependant nombreux sont les limites et/d&e" problémes liés & L'exécution de
HACCP dans les pays en voie de développement. Ces problemes sont  selon Ropkins et Beck (2000)
semblables & ceux identifiés pour les entreprises de petite et moyenne taille dans le monde
occidental. D’autres limites sont reliées aux problémes culturels ou de langue. Pour exemple,
dans une étude sur les cont‘r‘i'ntes liées au développement du HACCP dans les pays en voie de
développent, Jirathana (1998) a identifi¢ un nombre des contraintes, incluant: L'éducation et la
formation : souvent le personnel qualifié dans les entreprises agroalimentaires dans les pays en
voie de développement manque, et ceci peut présenter des problémes, en particulier dans
Pidentification de risque et la disponibilité de la documentation sur le HACCP dans la langue
maternelle dans la plupart des pays en voie de développement de la langue HACCP est
susceptible d'étre trés limitée. En conséquence, il y a une hégémonie lourde des langues
étrangéres (principalement anglaise)( Ropkins et Beck, 2000)

Dans ces mémes pays, les industries agro-alimentaires manquent d’informations
(statistiques nationales d'intoxication alimentaire bases de dpnnées sur le risque alimentaire,
guides, etc..) requises pour se développer évaluations fiables de risque.

Dans ces pays, le systtme HACCP nécessitera encore un investissement continu en
ressources humaines et le développement de programmes de formation pour le personnel. Pour

que la mise en oeuvre du HACCP soit rentable, il est conscillé aux PME de développer les

compétences de leur personnel en vue de la préparation des plans HACCP et autres procédures du
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Tableau N°31 : Les paramétres de croissance estimés par le modéle de Gompertz a la

température de 30°C.

[NaCl]% pH Lag (h) GT(h) EGR MPD R

45 8,09 2,1 0,139 3,152 0,99

05 5,5 i1,5 12 0,246 8,456 0,99
6,5 2,7 0,6 0,48 6,96 0,98

7,5 0,2 0,7 0,409 6,767 0,92

4,5 17,04 0,8 0,358 6,135 0,99

25 5,5 9,04 0,6 0,479 7,549 0,99
6,5 2.8 0,7 0,412 7,324 0,99

7,5 13 0,6 0,434 7,574 0,96

45 32,5 6,5 0,046 4,853 0,99

45 5,5 23,4 0,5 0,591 3,856 0,99
6,5 3,8 0,7 0,396 6,646 0,99

1,5 1,6 0,7 0,418 5,995 0,97

45 15,1 0,5 0,517 7,511 0,99

7 5,5 174 0,9 0,326 5,634 0,99
6,5 5,7 0,7 0,417 6,428 0,99

15 1,6 0,7 0,423 4,617 0,94

Tableau N°32 : Les paramétres de croissance estimés par le modele de Gompertz a la

Température de 10°C

[NaCl]% pH Lag (h) GT(h) EGR MPD R
4,5 - 226 0,001 0,412 0,21
05 5,5 - 31,1 0,009 4317 0,96
6,5 12,2 17,2 0,017 3,701 0,95
7,5 54,9 31,4 0,009 46 0,96
45 - 205 0,001 0,49 0,69
25 5,5 55,6 19,2 0,015 3,29 0,98
6,5 - 24,4 0,012 4417 0,92
7,5 - 32,6 0,009 3,721 0,87
4,5 210,03 1,8 0,166 0,961 0,87
45 5,5 107,4 96,7 0,003 2,357 0,98
6,5 - 39,8 0,007 5,452 0,97
7,5 75,6 20,3 0,014 4,463 0,96
4,5 - 744 0,0004 0,297 0,19
. 5,5 13,3 93,4 0,003 1,267 0,7
6,5 338,9 11,8 0,025 4,801 0,99
7,5 163,5 26,8 0,011 1,507 0,95

Lag = phase de latence. GT = temps de génération. EGR = taux de croissance maximal.
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MPD = densité de population maximale. R? = coefficient de corrélation
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Figure N°7 : Ajustement du modéle de croissance de Bacillus cereus a 30°C et 0.5% en NaCl
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Figure N°8 : Ajustement du modele de croissance de Bacillus cereus 4 30°C et 2.5% en NaCl
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Figure N°9 : Ajustement du modéle de croissance de Bacillus cereus a 30°C et 4.5% en NaCl
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Figure N°10 : Ajustement du modele de croissance de Bacillus cereus a 30°C et 7% en NaCl
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IV. 2. Paramétres de croissance de Bacillus cereus selon les données du logiciel PMP6.1

Afin de comparer les paramétres de croissance estimés par le modéle de Gompertz
a la température de 30°C et 10°C et aux différentes concentrations de NaCl et de pH. Nous
avons utilisé les données du Pathogen Modeling Program. L’apport de ces modeéles est jugé
sur les limites de confiance qu’ils donnent. On discutera des limites de leur utilisation. Les
tableaux N°33 et 34 dont les courbes corespondantes sont données par les figures 11, 12, et 13
donnent les paramétres de croissance estimés par le PathogénModeling Program por Bacillus
cereus cultivé dans un bouillon nutritif & la température de 30°C et 10°C et aux differentes

concentrations de NaCl et de pH.

Tableau N°33 : Les paramétres de croissance de Bacillus cereus estimés par le Pathogen
Modeling Program 2 la Température de 30°C et pour les concentration de NaCL et des

valeurs de pH étudiées.

[NaCl]% pH Lag (h) GT(h) TTI 5
4,7 7,1 1,0 30,3

0.5 5,5 2,0 0,5 14,1
6,5 1,1 0,4 9,5
7,5 1,6 0,4 11,4
4,7 6,7 1,1 33,6

)5 5,5 2,5 0,7 19,5
6,5 1,9 0,6 17,0
7,5 3,9 0,9 26,3
4,7 10,1 0,9 30,6

4,5 5,5 4,9 0,7 20,6
6,5 5,1 0,7 22,9
7,5 14,5 1,4 48,3
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Tableau N°34 : Les paramétres de croissance de Bacillus cereus estimés par le Pathogen
Modeling Program 4 la Température de 10°C et pour les concentration de NaCL et des

valeurs de pH étudiées.

[NaCl|% pH Lag (h) GT(h) TTI 5(h)

4,7 - - -
5,5 - - -

0,5
6,5 44.4 4.0 1182
7,5 83.6 7.2 2167
4,7 - - - ’
5,5 - - -

2,5
6,5 126.5 8.6 284.2
7,5 330 .3 19.7 693.2
4,7 - - -

4,5 5,5 - - -
6,5 569.9 12.1 791.9
7,5 - - .

Lag = phase de latence. GT = temps de génération.

TTI5 = Temps qu’il faut a la bactérie pour atteindre le seuil de 01°ufc/ml.
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Figure N°11a : Courbes de croissance de Bacillus cereus a 30°C et 0.5% en NaCl

et aux pH 4.7 et 5.5 données par le PMP
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Figure N°12a : Courbes de croissance de Bacillus cereus a 30°C et 2.5% en NaC)l

et aux pH 4.7 et 5.5 données par le PMP
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Figure N°12b : Courbes de croissance de Bacillus cereus a 30°C et 2.5% en NaCl

et aux pH 6.5 et 7.5 données par le PMP
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Figure N°13a : Courbes de croissance de Bacillus cereus 4 30°C et 4.5% en NaCl
et aux pH 4.7 et 5.5 données par le PMP ‘Y
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Figure N°13b : Courbes de croissance de Bacillus cereus a 30°C et 4.5% en NaCl
et aux pH 6.5 et 7.5 données par le PMP
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A pH 5,5, le taux de croissance enregistré est égal a 0,479 h”! comme valeur maximale et

0,358 h™' comme valeur minimale a pH 4,5.

La densité de population maximale égale a 7,574 log (uw/ml) et obtenu a pH 7,5

Sur la figure N° 11, on remarque que le temps de latence le plus élevé est égala32,55ha
pH 4,5 avec un temps de génération maximal (6,5 h) obtenu a la méme valeur du pH Le taux
de croissance minimal est estimé a 0,046 h™', par contre le taux de croissance maximal (0,59
h''y est obtenu a PH 5.5. Une densité de population maximale est enregistré a pH 6,5 et elle
est de ’ordre de 6,65 log (ufc/ml).

Sur la figure N° 12, En présence de 7% de sel, la phase de latence maximale (17,4 h)
est obtenue a pH 5,5. Le temps de génération maximal est enregistré 4 ce méme pH. Sa valeur
minimale (0,5 h) est observée a pH 4,5. Le taux de croissance maximal est obtenu a ce méme
pH, il est égal a 0,517 h™'. Pour la méme acidité, cette vitesse de croissance engendre une

densité de population maximale de I’ordre de 7,5 log (ufc/ml).

La cinétique de croissance de Bacillus cereus & 30°C montre que la densité de
population maximale (MPD) peut atteindre des valeurs de 8,45 log (ufc/ml) a pH 5,5 et 0,5%
NaCl. Le taux de croissance le plus élevé est remarqué a ce méme pH et pour une
concentration 4.5% en NaCl et il est estimé a 0,59 h™. Sa valeur minimale (0,046 h'") est
atteinte pour un pH égal a 4,5 et une concentration en NaCl de 4,5%.Sous ces conditions Jle

temps de latence calculé est de 32,5 h et le temps de génération de 6,5h.

Peters et al, (1991) ont aussi trouvé que La progression du taux de croissance de
Bacillus cereus était rapide dans I’intervalle de température compris entre 14 et 41°C, a une

concentration de 0,5% du NaCl et a pHl 4,7

Le pH minimal de croissance de Bacillus cereus sur le bouillon nutritif est égal a 4,5,
certains auteurs rapportent que la valeur du pH de croissance minimale de Bacillus cereus
dans un bouillon est de 4,9. La valeur maximale étant égale a 9,3. Selon Vlaemynck et Van

Heddeghem (1992), a des valeurs de pH inférieures & 4.7, les cellules végétatives meurent

alors qu’elles peuvent survivre sous forme de spores.
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42.2. Description de P’effet de la température sur le taux de croissance de Bacillus
cereus : Comparaison du modéle de Ratkowsky et du PMP 6.1
Le modéle de Ratkowsky décrit I’effet de la température sur le taux de croissance (Mmax)-
Dans cette partie on tentera de montrer que la modélisation des taux de croissance de
Bacillus cereus en fonction des températures, varient avec les modéles utilisés. Les résultats

sont donnés par le tableau N°35 :

Tableau N°35 : Estimation des paramétres du modele de Ratkowsky.

Paramétres b Tein c Tmax R”2

NaCi=0,5% | pH=4,5 0,017 8,1‘3 0,631 45,251 1
NaCl=0,5% | pH=5,5 0,059 14,49 1,72 44,08 0,8
NaCi=0,5% | pH=6,5 0,046 12,88 2,295 44,07 0,96

NaCl=0,5% | pH=7,5 0,03 9,1729 0,26 48,18 1
NaCl=2,5% | pH=6,5 8,41 10,96 1,67 47,62 0,63
NaCl=2,5% | pH=7,5 7.3 10,43 1,27 52,2 0,86
NaCi=4,5% ;| pH=6,5 0,031 9,63 2,587 44,15 0,99
NaCl=4,5% | pH=7,5 0,0301 8,645 2,3389 44,1356 0,99
NaCi=7% pH=7,5 5,67 10,273 2,84 45,93 0,82

A partir du tableau N°35 ,on peut dire que la température minimale de croissance de
Bacillus cereus est égale a 8,13 °C atteinte pour la combinaison [0,5% en NaCl, pH4,5] et la
température maximale est d’environ 52,20 °C a [2,5% en NaCl, pH 7,5]. L’étendue de cet
intervalle confirme la gamme de température de Bacillus cereus comprise entre 5 et 55°C

rapportée par la littérature.

Ce modele ne fournit aucune idée sur la température optimale ou le taux de croissance

est maximal.

La premi¢re dérivée du modéle de Ratkowsky donne un point maximum correspondant a la
1Y

température optimale montrée

Jusqu'a présent, il a été constaté que le taux de croissance ne dépend que de la

température (Walker et al.1990 ; Buchanan et Klavitter., 1992).
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L’ajustement avec le modéle de Ratkowsky est bon (R2>0,8) a ’exception de la

combinaison (2,5% NaCl, pH 6,5) avec un coefficient de corrélation R> égale 4 0,63 ce qui est

montré sur le tableau N°31.

La concordance de modéle de Ratkowsky aux données expérimentales bién que bonne
présente de grandes différences avec les paramétres donnés par le logiciel PMP ce qui est
confirmé les résultats de Fang et al (2002) sur la modélisation de croissance de Bacillus
cereus a différentes températures dans le bouillon nutritif et le riz. Leurs résultats montrent un

coefficient de corrélation R*> a 0,98.

4.2.3 Description de I’effet de température, pH et Pactivité de ’eau (Aw):
Les figures N°14 et 15 illustrent les surfaces de réponse de régression quadratique de
IPeffet du pH, NaCl et Aw sur le taux de croissance et le temps de latence dont les équations

peuvent s’écrire comme suit :

Ingt mx=—140.122+22.635 pH+131.201 Aw—0.535T-14.186 pH Aw+0.0117 pHT+0.6911 AwT
-0.682 pH?2-22.002 Aw?-0.0026 T2

Inlag=-14.556+13.305 pH-39.901 Aw+0.455T-11.849 pH Aw—0.0188 pHT-0.495 AwT
~0.146 pH?+56.4474Aw?+0.001 T2
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pmanx|log(ufc/h)]

Figure N°14 : Modeéle en surface de réponse montrant 1’effet du pH et ’activité de 1’eau

(Aw) ) sur le taux de croissance de Bacillus cereus 4 la température 30°C

pmax{log(ufc/h)]

Figure N°15 : Modéle en surface de réponse montrant I’effet du pH et activité de I’eau

(Aw) sur le taux de croissance de Bacillus cereus 3 la température 10°C
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Les surfaces de réponse dérivées a partir du P’équation quadratique montrent
'importance de I’effet de L’activité de I’eau (Aw) avec I’interaction des autres facteurs
contrblés comme le montrent les figures N°12 et 13. quand le pH et I’Aw diminuent, le taux
de croissance est réduit et le temps de latence est prolongé. Des résultats similaires existent
dans littérature (Chorin et al, 1997).

L’effet de la température est trés marqué sur la croissance ot la valeur minimale du
taux de croissance augmente avec la diminution de la température jusqu'a la température

optimale puit il diminue.

Buchanan et Phillips (1998) recommandent, en vue d’obtenir un bon ajustement du
modele a des jeux de données expérimentales, que les données « pas de croissance » ne soient

pas prises en considération dans la modélisation de croissance.

Pour conclure Ieffets de 3 facteurs environnementaux sur la croissance de Bacillus
cereus, on peut dire que :
La diminution du pH vers 4.5, la diminution de la température et I’augmentation de NaCl de
0,5% a 7% c’est a dire la diminution de I’activité de I’eau (Aw) de 0,99 a 0,95 ;)rovoquent la
prolongation du temps de latence, 1’élévation du temps de génération et ’abaissement du taux

de croissance ce qui correspondant & une faible de densité de population maximale.

1V. 4. Discussion Générale

Deux activités de la microbiologie alimentaire peuvent étre citées : La premiére activité
est liée aux problémes de contamination d’un produit. 1l s’agit alors d’étre capable de détecter
une contamination, d’identifier les microbes responsables de cette contamination, de localiser
Porigine de cette contamination et d’évaluer les potentialités de développement de la
population contaminante dans son environnement, c’est a dire lors de la fabrication et du
stockage de I’aliment. La deuxiéme activité consiste a melire en place des procédés de
fabrication permettant d’assurer la sécurité de I’aliment pour une durée donnée, dite durée
limite de consommation. L’apport de la microbiologie prédictive par rapport a cette
problématique est de permettre, pour des conditions environnementales données, ’estimation

de la cinétique de ces populations et également du temps de seuil.
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La microbiologie prévisionnelle serait pour certains I’outil qui rendrait inutile les
manipulations visant a tester la sécurité microbiologique d’un nouveau procédé ou d’un
nouveau produit.

Dans un bon modéele, les différences entre données prédites et observés devraient étre
normalement distribuées et I’erreur doit étre indépendante du paramétre modélisé permettant
ainsi son application pratique au cas étudié. Les paramétres du modele doivent étre
interprétables c'est-a-dire avoir un sens biologique surtout pour estimer les valeurs initiales
dans la régression non linéaire (Pin, 1998). La parcimonie et la simplicité du modéle sont
fondamentales : ainsi, le modéle ne doit comprendre que le minimum de paramétres
nécessaires a la compréhension du phénoméne modélisé (Germe et Zwietering, 1998). Les
caractéristiques des fonctions mathématiques doivent concorder avec le processus qu’on veut
modéliser. Ces caractéristiques sont essentiellement relatives a la monotonie, la convexité ou
la concavité, la localisation des extrémités, des points d’inflexion et des points de coupure etc.

Enfin un bon modéle doit étre généralisable. Quand celui-ci est amélioré, le nouveau
modele doit contenir I’ancien.

L’étude de comportement de Bacillus cereus a permis de prévoir ’influence des
principaux facteurs environnementaux sur la croissance de cette bactérie. L’intérét est de
définir la température et le pH limitant ou inhibant la croissance de ce germe au niveau de la
ferme surtout et d’autre part, la concentration en sel qui devra étre utilisée ultérieurement en

industrie laitiére, fromagerie par exemple.

La modélisation de croissance de Bacillus cereus par le modéle de Gompertz et le
mode¢le de Ratkowsky permettent un bon ajustement aux données expérimentales mais pris
I’application des logiciels met en évidence des limites de confiance assez larges d’ou la
nécessité de mesurer le risque d’erreur sur la sécurité du produit. Il faut, en d’autres termes,
appliquer des conditions plus séveres que celles données par les modéles. Les données du
PMP ont conforté I’idée qu’un pH <4.7 inhibe la croissance de Bacillus cereus. 1l est aussi a
remarquer la croissance faible de cette bactérie a 10°C, cependant il faut noter que certaines
souches de Bacillus cereus sont psychrotrophes. Ces données indiquent que la réfrigération
des aliments contaminés par des cellules végétatives de Bacillus cereus ne constitue pas une
solution efficace a ce probléme précis. Cette propriété nous rappelle qu"un traitement
thermique adéquat avant la réfrigération est trés important pour la protection dé_ la qualité des

aliments et plus particulierement le lait.
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L’apport des modeles dépend de plusieurs facteurs parmi lesquels les protocoles ne sont pas
des moindres ( Pinon et al., 2004)

Dans de nombreux pays, la consommation d'un aliment est considérée comme
dangereuse quand une densité de Bacillus cereus potentiellement critique est dépassée. Ce
seuil est actuellement considéré comme n'étant pas supérieur. a 10*-10°ufc/g ou ml de produit.

Comme pour toute croissance de population bactérienne, cette densité est atteinte
apres un temps qui dépend de I'importance de la population de départ (contamination initiale
ou inoculum initial), de la bactérie (temps de latence, taux de croissance), des contraintes
environnementales modifiant les parameétres de croissance de la bactérie (température, acidité,
teneur en eau, etc.) et enfin des variations de ces contraintes (variations de température, de
pH, de teneur en eau, etc.). Les tests de vieillissement, de conservation avec contamination
expérimentale (« challenge tests ») consisteﬁt a suivre le devenir de la population bactérienne
a un niveau correspondant a la contamination habituelle de l'aliment en fin de production au
cours du temps. Pour qu'un tel test soit réaliste, c'est-a-dire qu'il apporte une réelle
information sur le comportement des bactéries, il faut que le scénario de vie de I'aliment soit
connu ou approximativement connu ; le test cherchera a reproduire fidélement le scénario de
vie en particulier les variations environnementales (mais seule la température peut étre
réellement modulée lors de ces tests). Le temps que met la bactérie pour atteindre le seuil
dangereux permet alors de fixer pour le produit la DLC. le test de vieillissement doit étre
répété avec divers lots de fabrication, éventuellement avec des souches différentes de la
bactérie.

La microbiologie prévisionnelle par simulation numérique permet d'apporter des
renseignements complémentaires ou méme se substitue aux tests de vieillissement si les
parametres de base de la dynamique des populations bactériennes sont connus dans l'aliment
concerné. Une étude de contamination expérimentale, selon un protocole simple, permet
d'estimer ces parametres s'ils sont inconnus. La microbiologie prévisionnelle par simulation
numérique a le grand avantage de permettre de simuler des scénarios de vie des produits en
quelques minutes.

Dans le cas de Bacillus cereus, si on applique des méthodes strictes d’hygiéne on peut
ramener le taux de contamination initial au-dessous de 2ufc/ml . Ce taux initial nous permet
ainsi d'assurer plus de 18 jours de conservation en toute sécurité et ceci dans des conditions
d'utilisation du produit (5°C). Ce gain de conservation constitue une récompense pour les

bonnes pratiques de fabrication et las bonnes pratiques d’hygiéne a la fabrication. Si les
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contaminations initiales étaient supérieures ou €gales a 100ufc/ml et que la température de
stockage est effectuée a 7°C, la DLC ne sera que de 9 jours.

Le logiciel PMP permet de calculer, en connaissant une densité observée en fin de
DLC de connaitre I'inoculum correspondant au départ du produit. Il est possible d'employer
les données des contrdles pour calculer les inoculums en fin de production. Ceci nécessite, si
I'on désire une bonne précision, une trés bonne connaissance des conditions de conservation.
Si I'on désire seulement un ordre de grandeur un scénario réaliste de I'évolution thermique
peut étre utilis¢. L'inoculum initial est mieux connu du secteur industriel et il serait nécessaire
d'avoir acces a ces données en fin de production. !

Une approche différente, mais fondée sur les mémes concepts, a permis de trouver,
pour L. monocylogenes, une expression simple de la diminution de DLC, a niveau de risque
constant, en cas de modification d'une variable environnementale par exemple augmentation

de température, (Rosso et al.1996).

De la Disponibilité des bases de données.

Dans les années 90, deux principaux ensembles de données ont été produits sur des
réponses bactériennes aux environnements alimentaires: ¢’était la base du Jfood MicroModel
(FMM , un paquet commercial soutenu par MAFF (ministere de péche et de nourriture
d'agriculture) et plus tard FSA (agence de normes alimentaires) au R-U; l'autre était derriere
pathogen modelling program (PMP) du centre régional oriental de recherches (ERRC), le
service agricole de recherches (ARS - USDA), aux USA.

Les bases de données du food micromodel et du PMP ont été complétés avec l'information
additionnelle soumise par les chercheurs de I'ERRC, du USDA une compilation de la
littérature scientifique par l'institut de la recherche alimentaire (IFR), Norwich, R-U, et avec
l'appui de l'agence britannique des normes alimentaires ces données ont été maintenant
unifiées dans une base de données commune connue sous le nom de ComBase suivant une
structure développée par I'IFR. Les quatre associés ont signé une convention_ qui place les
objectifs et 'opération a long terme du consortium de ComBase.ll s’agit donc d’une base de
données libre de microbiologie alimentaire. L'ensemble de données se compose des milliers
de courbes microbiennes de croissance et de survie qui sont la base pour de nombreux
modéles microbiens employés par ’industrie, le milieu universitaire et les organismes de
normalisation de gouvernement. La base de données de ComBase est une initiative

internationale importante pour coordonner la collecte et la diffusion des données de
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microbiologie alimentaire. Elle est maintenue par le consortium ComBase, établi & Londres
depuis le 5 mai, 2003 ; Le consortium regroupe l'agence de normes alimentaires (FSA) et
l'institut de la recherche alimentaire (IFR), du R-U, et du service agricole de recherches de

PUSDA et de son centre régional oriental de recherches (ERCC) , Etats-Unis.
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CONCLUSION GENERALE

L’enthousiasme qu’ont montré non seulement ’industrie alimentaire mais aussi les
gouvernements et les organisations internationales vis-a-vis du concept HACCP est du a son
caractére universel basé sur le bon sens. Dans certains pays, ce systtme a non seulement
prouvé son efficacité en tant qu’outil d’assurance qualité et sécurité alimentaire mai il a été
intégré de fagon systématique & d’autre systémes de mangement de la qualité.

Il'y a maintenant plus de trente ans que le systéme HACCP existe malgré cela, il n’est
pas encore ancré dans les tous les pays principalement ceux en voie de développement comme
I’Algérie. Les problémes liés a sa mise en ceuvre ne sont pas rares.

Sept principes de base ont été considérés comme essentiels pour ce systéme.

L’application des ces principes rencontrent les contraintes suivantes :
Premiérement I’environnement managérial dans lequel le systéme va étre appliqué. Dans une
entreprise, La responsabilité de mettre en place le systtme HACCP est généralement du
ressort des cadres techniques, ceux-ci doivent obtenir le support total ‘-]des premiers
responsables de I"entreprise. Au lieu de cela, la réponse est généralement le scepticisme. En
fait, méme dans les pays développés, le systéme a toujours rencontré des problemes lors de
son introduction Dans un pays comme 1’ Australie, il a fallu une dizaine d’année pour que le
systéme se généralise a toute I’industrie agroalimentaire. Cela peut s’expliquer par le fait que
la démarche HACCP, au contraire des systéme de controle de qualité traditionnels a
posteriori, exige un grand investissement de temps et d’efforts pour collecter I’information,
pour améliorer sans cesse le process de fabrication, pour améliorer la qualité des mati¢res
premiéres etc..

La formation au systeme HACCP est un autre probléme. Le responsable HACCP doit
maitriser parfaitement la méthode et étre capable d’animet les discussions avec les autres
intervenant et non les dominer. Les petites entreprises et méme certaines grandes entreprises
sont obligées d’avoir recours a des experts extérieur. Il voit en cela un surcoit ce qui freine
leur ardence.

L’équipe HACCP doit savoir identifier les dangers inhérents au produit que leur

entreprise fabrique.
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Avec I'hypothése que I’entreprise arrive a mettre le systtme HACCP en place, la
sécurité du produit ne sera pas pour autant acquise car celle-ci va de la matiére premiére au
consommateur. Cela sous entend une multitude d’intervenant. Le systéme ne sera efficace que
s’il est appliqué a toute la filiére. Cette responsabilité incombe aux autorités publiques qui a
travers la réglementation doivent préciser la responsabilité de tous le intervenants dans le
processus de mise a la consommation des aliments. Il faut en fait un programme national
d’amélioration de la sécurité sanitaire des aliments qui aura comme charniére le systeme
HACCP.

La microbiologie prévisionnelle présente un intérét réel. Ce sont surtout les pays
anglo-saxons qui développent cette approche pour tenter de résoudre les problémes de
sécurité alimentaire. Le principal probléme réside dans I’étape de validation. Les modéles
peuvent prédire une croissance plus rapide du microorganisme que celle enregistrée dans un
aliment. Sur le plan sécuritaire on peut se satisfaire d’untel état de fait mais ce risque d’étre
antiéconomique car il s’agit souvent de rejeter des produits qui sont sains. Il en résulte la
tentation de dépasser les limites quand on sait qu’elles sont infondées.

La microbiologie prévisionnelle a devant elle bien de défis comme la complexité des
produits alimentaires, les effets transitoire et de rupture de chaine de froid et les données
relative a la physiologie des microorganismes et les effet de traitements de transformation.,

Le consommateur en sera le premier bénéficiaire.
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ANNEXE 1

LES MILIEUX DE CULTURE

Bouillon nutritif :

Tryptone

Extrait de levure
Glucose

Eau distillée

P.C.A (Plat Count Agar) :

Tryptone

Extrait de levure
Glucose
Agar-agar

Eau distillée

PH=17.2

MILIEU MOSSEL DE BASE :

Extrait de viande
Peptone
D-mannitol
Chlorure de sodium
Rouge de phénol
Agar-agar

Eau distillée

MILIEU MOSSEL COMPLET :

PH=17.2

5g
2.5¢

lg
1000ml

5g
2.5g

lg

15g
1000ml

lg

10g
10g
10g
0.025¢
15¢
1000ml

Lolpielh imb 000

Annexes

Pour un flacon de 90ml de milieu Mossel de base complet on ajoute stérilement

10ml de jaune d’ceuf stérile préparé comme suit :
- Rincer I’ceuf a I’alcool ;

- Jeter I’exceés d’alcool ;

- Flamber I’ceuf’;

- Casser I’ceuf entre deux becs bunsen ;
- Récupérer le jaune d’ceuf dans un becher ;

- Diluer au ¥ avec de I’eau physiologique stérile :

2

- Mélanger et utiliser immédiatement.

U R

193

NI

i F RGN



] pe SR I O WWIE L i

Annexes

5ml de Polymyxine & Img/ml préparée comme suit :

- Additionner 5Sml d’eau physiologique stérile dans le flacon d’antibiotique poudre a
I’aide d’une seringue ;

- Bien mélanger ;

- Remplir un tube stérile avec 4.85ml d’eau physiologique stérile ;

- Prélever a I’aide d’une seringue 6UI = 0.15ml de Polymyxine ;

- Additionner les 6Ul au tube de 4.85ml d’eau physiologique stérile (obtention des
Smg);

- Bien agiter.

MILIEU BHIB ( Bouillon caeur-cervelle) :

Infusion de cervelle de boeuf 200.0

Infusion de cceur de beeufl 250.0 |
Peptone de gélatine 10.0 g/l !
Chlorure de sodium 5.0 g/l

Phosphate disodique - 2.5¢/

Glucose 2.0g/1

Eau distillée 1000ml

PH=7.4
ANNEXE 2

Extraits de I’arrété interministériel N° 93069 du 27/10/93 du 29 safar 1414 correspondant au
18 aolt 1993 relatif aux spécifications et a la présentation de certains laits de consommation.

SECTION 2 : SPECIFICATION DU LAIT

ARTICLE 6 : Le lait ne doit pas :
-Etre coloré, mal propre ou malodorant ;
-Provenir d’une traite opérée moins de sept (07) jours aprés la part ;
-Provenir d’animaux atteints de maladies contagieuses ou de mammites ;
-Contenir notamment des résidus antiseptiques, antibiotiques et pesticides ;
-Coaguler a I’ébullition ;
-Provenir d’une traite incompleéte ;
-Subir un écrémage méme partiel.

SECTION 3 : CLASSIFICATION DES LAITS

ARTICLE 7 : Les laits sont classés, en fonction du nombre de germes totaux, en 3 catégories :
-Catégorie A : moins de 100000 germes totaux par millilitre.
-Catégorie B : de 100000 a 500000 germes totaux par millilitre.
-Catégorie C : plus de 500000 a 2000000 germes totaux par millilitre.

SECTION 4 : CONDITIONS DE COLLECTE ET DE CONSERVATION AVANT LE
TRAITEMENT DU LAIT

1
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Annexes

ARTICLE 9: Le lait doit étre conservé immédiatement aprés la traite a une température
inférieure ou égale a six (06) degré Celsius.

ARTICLE 10: Le lait doit ére mis a la disposition des entreprises laiticres dans lcs
conditions suivantes :
-Le délai entre la traite et la délivrance du lait aux entreprises laitiéres est [ixé a
quarante-huit (48) heures au maximum. :
-Le délai entre la traite et le premier traitement thermique est fixé a soixante-douze (72)
heures au max
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Annexe N°3 : Asp

cct typique de cellules végétatives de Bacillus cereus au microscope
(Grossissent x 1250)
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