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Résumé 
La conservation des aliments est un combat constant contre les micro‐organismes d’altération 

et/ou  les  pathogènes  de  l’Homme.  Ces  bactéries  sont  à  haut  potentiel  de  résistance,  parmi 

elles, certaines sont responsables d’intoxications alimentaires. 

L’objectif  de  notre  travail  est  de  vérifier  la  qualité  hygiénique  et  marchande  de  dix  lots 

constitués, chacun, de cinq boîtes de conserves de petits pois importés, normales et identiques 

entre elles. 

Toutes ces boîtes ont subi, dans un premier temps, un test de stabilité suivi d’un contrôle de 

stérilité. Ce dernier a été complété par une analyse microbiologique classique pour la mise en 

culture  de  tous  les  types  morphologiques  observés  au  cours  du  contrôle  de  stabilité. 

L’observation  d’une microflore  très  abondante  et  variée  sans modifications  apparentes  du 

produit, a caractérisé le test de stabilité. 

Les résultats de ce contrôle, ajoutés à ceux de  la mise en culture et de  la confirmation de  la 

sporulation, nous ont orientés  vers  le profil des Bacillus. Une microflore peuplée, en partie, 

d’espèces  plus  ou  moins  toxinogènes,  a  été  mise  en  évidence  grâce  à  une  identification 

biochimique par API 20E en utilisant une méthode probabiliste numérisée et une recherche de 

tests complémentaires tels que la lécithinase, la caséinase et l’amylase. 

Parmi  les  espèces  caractérisées  figurent  principalement  B.  cereus  (42,50%)  sous  trois  profils 

différents, B. megaterium  (30,40%),  B. mycoides  (10,73%),  B.  sphaericus  (7,24%),  B.  pumilus 

(4,60%) et Brevibacillus brevis (4,53%). 

Les trois profils de B. cereus obtenus précédemment ont été confirmés par une  identification 

complémentaire par API 50CHB, en utilisant également une méthode probabiliste numérisée. 

Le séquençage de l’ADNr 16S d’un des profils biochimiques obtenus par API 20E et API 50CHB a 

montré une affiliation au groupe B. cereus avec un pourcentage de similarité de 99%. 

Le  niveau moyen  de  contamination  des  boîtes  de  conserves  à  l’étude  par  les  bactéries  du 

groupe B. cereus dont Bacillus cereus est de 2,7.104 UFC par gramme de produit. Ce taux est 

voisin du seuil requis pour l’apparition du risque de toxi‐infection alimentaire. 

Les  isolats  du  groupe  Bacillus  cereus  confirmé  par  méthode  moléculaire  ont  montré  une 

multirésistance, à des degrés variables, vis‐à‐vis de la plupart des antibiotiques utilisés tels que 

la  pénicilline,  l’ampicilline,  la  colistine,  le  triméthoprime,  l’amoxycilline,  la  clindamycine, 

l’érythromycine et la tétracycline. 

 

Mots clés : Conserves végétales, petits pois, bactéries sporulées, identification probabiliste 

numérisée, identification moléculaire, prévalence, antibiorésistance. 



 

Abstract 
Food  preservation  is  a  constant  battle  against  weathering  microorganisms  and/or  human 

pathogens. These bacteria are high resistance potential, among them, some are responsible for 

food poisoning.  

The  aim  of  our  work  is  to  check  the  hygienic  and  marketable  quality  of  ten  packs,  each 

composed of five normal and identical cans of imported peas. These cans were submitted, in a 

first step,  to a stability  test  followed by a sterility control. The  latter was supplemented by a 

conventional microbiological  analysis  for  the  cultivation  of  all morphological  types  observed 

during  the  stability  control.  The  observation  of  a  very  large  and  varied microflora without 

apparent changes to the product, characterized the stability test. 

The  results  of  this  control,  added  to  those  of  the  cultivation  and  sporulation  confirmation, 

directed us to the profile of Bacillus. A microflora partially populated by more or less toxigenic 

species,  has  been  shown  through  biochemical  identification  by  API  20E  using  a  digitized 

probabilistic  method  and  a  search  for  additional  tests  such  as  lecithinase,  caseinase  and 

amylase. 

Among the characterized species, we can find mainly B. cereus (42.50%) under three different 

profiles,  B.  megaterium  (30.40%),  B.  mycoides  (10.73%),  B.  sphaericus  (7.24%)  B.  pumilus 

(4.60%) and Brevibacillus brevis (4.53%). 

The  three  profiles  of  B.  cereus  obtained  previously  were  confirmed  by  an  additional 

identification with API 50CHB, also using a digitized probabilistic method. 16S rDNA sequencing 

of  one  of  the  biochemical  profiles  obtained with API  20E  and API  50CHB  showed  B.  cereus 

group membership with a similarity percentage of 99%. 

The contamination average level of cans under consideration by the bacteria of B. cereus group 

including Bacillus cereus  is 2,7.104 CFU per gram of product. This rate  is close to the required 

threshold for the food poisoning risk occurrence. 

Isolates of Bacillus cereus group confirmed by molecular method showed, at variable degrees, a 

multi‐resistance towards the majority of used antibiotics such as penicillin, ampicillin, colistin, 

trimethoprim, amoxycillin, clindamycin, erythromycin and tetracycline. 

 

Keywords  :  Canned  vegetables,  peas,  spore‐forming  bacteria,  digitized  probabilistic 

identification, molecular identification, prevalence, antibiotic resistance. 



 

  ملخص
 أو الكائنـات /و المتسببة في التلفالمجهرية حفظ الأغذية هو معرآة مستمرة ضد الكائنات 

هذه البكتيريـا لهـا قـدرة عاليـة علـى المقاومـة، وبعضـها مسـؤولة عـن          . الممرضة للإنسان

 . التسمم الغذائي

 مجموعـات تتـألف آـل   عشر ل يةتسويقال صحية وال النوعية لتحقق مناالهدف من عملنا هو 

 . المستوردة المعلبة منها من خمس علب عادية و متشابهة فيما بينها من البازلاء

واستكمل . تلاه اختبار العقم الي اختبار الاستقرار ،آخطوة اولي ،جميع هذه العلب تعرضت

نواع المورفولوجية التي لوحظت الأهذا الأخير بتحليل ميكروبيولوجي تقليدي لزرع جميع 

تميز هذا الأخير بظهور نباتات دقيقة وفيرة ومتنوعة دون تغيرات . رفي اختبار الاستقرا

  .واضحة للمنتج

تبـوغ وجهتنـا بصـفة عامـة نحـو      لانتائج هذا الفحص إضافة الي تلك المتعلقة بـالزرع وتأآيـد   

تحديـد  المن خـلال  ميكروفلورا مأهولة جزئيا بأنواع سامة  برزتوقد  .Bacillus مظهر العصيات

 APIواسطة ب ئيآيميابيوال 20E  والبحث عن اختبـارات   ة العدديةالطريقة الاحتماليباستخدام

  amylase.و  lécithinase ،caséinaseإضافية مثل 

  ثلاثة ملامح مختلفة، تحت B. cereus     (42,50%)ميز أساسا نومن بين الأنواع المدرجة 

(4,60%) B. pumilus (7,24%) B. sphaericus (10,73%) B. mycoides (30,40%) B. megaterium 

 (4,53%)  Brevibacillus brevis  

 التحديد البيوآيميائي  بواسطة  سابقا حصل عليهامتال   B. cereusلـتم تأآيد الملامح الثلاثة 

  ADNr 16Sأظهر تسلسـل  . أيضا ة العدديةباستخدام الطريقة الاحتمالي API 50CHBالاضافي 

لمجموعة لعضوية ال   API 50CHBو API 20Eم الحصول عليها مع البيوآيميائية التي ت ملامحلل

B. cereus    99% بـيقدر مع تشابه . 

ــبمــن التلــوث  المســتوى المتوســط            قيــد النظــر مــن قبــل البكتيريــا مــن مجموعــة للعلــ

cereus B.   بما في ذلكBacillus cereus  هو UFC 2,7.104 هذا المعـدل  . كل غرام من المنتجل

 . المطلوب لحدوث خطر التسمم الغذائيالحد الأدنى قريب من 

بـدرجات  مقاومـة تعدديـة   ، ةطريقة جزيئي ـالمؤآدة ب B. cereus   من مجموعةأظهرت العزلات 

المضادات الحيوية الأآثر استخداما مثل البنسلين، الأمبيسـلين، آوليسـتين،    تجاهمتفاوتة، 

 . ريم، الأموآسيسيلين، الكليندامايسين، الإريثروميسين والتتراسيكلينميثوبتري

 

ــوغ،    :الكلمــات الرئيســية ــة للب ــا المكون ــازلاء، البكتيري ــات الخضــار، الب ــد المعلب تحدي

 .لمضادات الحيويةامقاومة ، نتشارالاتحديد الجزيئي، العددي، الحتمالي الا
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  INTRODUCTION  
GENERALE 

 

 

 

Du temps des premiers pas de l'humanité, le problème de la conservation des denrées 

alimentaires se posait en termes de survie durant les longues périodes hivernales. 

Au cours de son histoire, l'homme mit au point des techniques pour faire face à cette 

pénurie saisonnière, citons par exemple le séchage, la salaison, le saumurage voire le 

confisage. Toutes ces techniques, relativement lourdes à mettre en œuvre, induisent 

une forte altération des qualités nutritives et gustatives des produits traités. De plus, 

elles ne pouvaient que difficilement dépasser le stade artisanal pour atteindre la 

production de masse. En 1809, Nicholas Appert révolutionne la conservation en 

proposant son procédé fondé sur le traitement thermique des aliments enfermés dans 

des bouteilles en verre hermétiquement scellées. Mais les bouteilles en verre restent 

fragiles. Ce sont les britanniques qui vont récupérer cette technique et l'adapter en 

remplaçant les bouteilles par des boîtes métalliques que l'on appelle conserves. Avec 

l'industrialisation, les conserves sont produites en quantité et se démocratisent. 

La qualité des aliments constitue une préoccupation majeure dans notre société de 

consommation, car toute production industrielle peut présenter des risques. La 

difficulté d’obtenir la stérilité biologique sans affecter les qualités organoleptiques, fait 

que de nombreuses conserves ne sont pas à proprement parler stériles. Des spores 

thermorésistantes peuvent subsister et même être stabilisées par la nature du milieu. 

Depuis longtemps le coût des produits, leur qualité, mais surtout la sécurité sanitaire 

des aliments ont été les principaux centres d'intérêt des industriels. A l'heure actuelle, 

la chaîne alimentaire est devenue plus complexe, multipliant les possibilités de 

contamination et de développement des agents pathogènes (Codex Alimentarius, 

2003). 

Les bactéries sporulées occupent une place de premier plan parmi les 

microorganismes préjudiciables particulièrement à la conserve alimentaire en raison 

de leur ubiquité et de leur capacité à produire des spores thermo-résistantes qui les 

rendent particulièrement adaptées aux aliments traités thermiquement. Le danger 

engendré par ce groupe de bactéries est leur capacité de produire des enzymes ainsi 

que des toxines susceptibles d’altérer la qualité des produits et d’engendrer des 
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possibilités d’intoxications alimentaires (Granum et al., 1996). Ces contaminations 

microbiologiques représentent les risques majeurs sur le plan sanitaire dans les 

industries agro-alimentaires. Ces industries ont, depuis longtemps, développé des 

stratégies pour détruire les contaminants sous leur forme végétative mais la maîtrise 

de la contamination due aux bactéries sporulées demeure un enjeu capital (Tétart et 

Torny, 2009). La présence des microorganismes sporulés dans les conserves 

alimentaires ayant subi une stérilisation est décrite de plus en plus fréquemment 

(ADRIA, 2010). 

Les bactéries sporulées les plus rencontrées dans les conserves appartiennent aux 

genres Clostridium et Bacillus. Les espèces pathogènes et toxinogènes pour l’Homme 

sont Cl. perfringens et B. cereus (INRA, 1998). 

Bacillus cereus sensu stricto fait partie d’un ensemble d’espèces apparentées, souvent 

regroupées dans la littérature sous le terme de Bacillus cereus sensu lato ou ‹‹ groupe 

Bacillus cereus ››. 

Bacillus cereus sensu stricto et, dans une moindre mesure d’autres espèces de Bacillus, 

sont responsables de toxi-infections alimentaires dans le monde, avec 20 à 100 000 cas 

annuels pour B. cereus (INVS, 2004). Ce dernier, peut provoquer des intoxications 

alimentaires graves avec une mortalité élevée en l’absence d’une prise en charge 

précoce et adéquate. Les difficultés diagnostiques liées à la méconnaissance de cette 

bactérie sont responsables de l’évolution fatale de ces intoxications (Tossa et al., 

2009). En Algérie, Bacillus cereus n’est pas recherché dans les aliments suspects 

comme d’autres pathogènes, d’autant plus que les symptômes de toxi-infections 

alimentaires diarrhéiques et émétiques à Bacillus cereus sont très proches de ceux 

provoqués respectivement par Clostridium perfringens et Staphylococcus aureus 

(Green et al., 2009). 

De ce fait, les intoxications à Bacillus cereus n’y sont pas déclarées 

Les spores de Clostridium et Bacillus sont incapables de germer à un pH inférieur à 4.5, 

ce n’est que pour des produits moins acides que des précautions particulières doivent 

être prises (Guiraud, 2003). Faisant partie de cette catégorie de produits à risque, les 

conserves de petits pois ont été choisies pour cette étude du fait de leur pH voisin de 

6.2.  

L'examen microbiologique est un outil incontournable d'évaluation du niveau de 

contamination des denrées alimentaires et de la nature de leur flore. L’objectif de ce 

présent travail, est la recherche et l’identification d’une éventuelle flore sporulée 

pathogène et /ou d’altération dans les conserves de petits pois de l’importation. Ce 
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contrôle permettra de vérifier la qualité hygiénique et marchande de ces conserves et, 

par là même, garantir leur conformité aux normes microbiologiques en vigueur avant 

leur mise en vente sur le marché national. 

La première partie de cette thèse, représentée par le chapitre 1, dresse un état des 

lieux du sujet au travers d’une introduction bibliographique traitant les éléments 

suivants :  

- Les Bacillus : taxonomie et nomenclature, écologie, contaminations et altérations 

au sein de la matrice alimentaire. 

- Le groupe Bacillus cereus ou Bacillus cereus sensu lato : diversité écologique et 

phylogénie. 

- Bacillus cereus sensu stricto : en tant que pathogène alimentaire et problème 

émergent pour l’industrie agro-alimentaire (biofilms). 

- La conserve : dangers (spores) et leur maitrise (traitement thermique 

d’Appertisation) ainsi que l’effet du pH sur la thermorésistance. 

La deuxième partie, expérimentale, contenant les chapitres 2, 3, 4, 5 et 6, se résume 

ainsi :   

- Une analyse règlementaire des conserves de petits pois a été réalisée en vue de 

nous assurer de leur conformité. 

- Une analyse microbiologique de type classique a suivi la première démarche. 

L’objectif de cette analyse est qualitatif car elle nous a permis d’identifier les types 

morphologiques et les cultures obtenues lors du contrôle de stabilité et de stérilité. 

- L’exploitation des résultats par méthodes numériques des biotypages effectués par 

API 20E et API 50CHB nous ont menés vers une flore diversifiée dans le genre 

Bacillus avec prédominance de l’espèce B. cereus sous trois profils différents. 

- Une identification génomique par séquençage de l’ADNr 16S de l’un des trois 

profils précités a confirmé l’appartenance de celui-ci au groupe B. cereus. 

- Une étude quantitative  de Bacillus cereus a été réalisée par méthode standard 

suivie de tests de confirmation. Ce travail, s’est terminé par l’étude de 

l’antibiorésistance de la souche confirmée par méthode moléculaire.  
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CHAPITRE 
 

INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 
 

1. Les Bacillus 
 

1.1. Nomenclature 

Les bactéries du genre Bacillus font partie du domaine (ou empire) des bactéries ou 

eubactéries (ou Eubacteria) et du phylum (ou division) des firmicutes  (Euzéby, 2002) 

aussi dénommées bactéries à bas G + C % et à coloration de Gram positive (Larpent, 

2000), ce qui correspond à une branche des eubactéries (Figure 1.1).  

 

Figure 1.1. Représentation schématique du domaine des eubactéries (Larpent, 2000). 
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La nomenclature phylogénique de certaines des bactéries à bas à bas G + C % et à 

coloration de Gram positive, dont B cereus est représentée dans la Figure 1.2 à côté 

des représentants majeurs des eubactéries (Larpent, 2000). 

 

Figure 1.2. Phylogénie schématique du domaine des eubactéries,  

fondée sur le séquençage des ARNr 16S (Larpent, 2000). 

 

Le genre Bacillus est un genre bactérien particulièrement  hétérogène. 

L’hétérogénéité extrême du genre est reflétée par la grande variété de places 

écologiques que les nombreuses espèces occupent, et par l’extrême diversité de leurs 

statuts taxonomiques. 

Cette extrême hétérogénéité des Bacillus est également à l’origine des remaniements 

profonds qui ont marqué la classification du genre depuis sa création à ce jour.  
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Nombreux sont les chercheurs qui proposèrent la subdivision du genre en six genres 

différents (Forsyth et al., 1998; Priest et al., 2004), mais celui-ci demeura intact 

jusqu’en 2004, date à laquelle il fut scindé en plusieurs familles et genres de bactéries 

formant des endospores (Fritze, 2004; Todar, 2008). 

Toutefois, malgré cette réorganisation et la description de nouveaux taxons (Coorevits 

et al., 2012 ; Jung et al., 2011), Bacillus sensu stricto demeure le genre le plus 

important de la famille des Bacillaceae avec plus de 60 espèces bien définies sur le plan 

taxonomique (Todar, 2008). 

1.2. Caractères généraux 

Ce sont des bacilles à coloration de Gram positive, ou à coloration de Gram variable. 

Les dimensions des cellules végétatives vont de 0,5 µm par 1,2 µm à 2,5 µm par 10 µm 

de diamètre.   

Ce sont des bactéries sporulées (Drobniewski, 1993). 

La teneur en G + C de l’ADN des espèces peut varier de 32 à 69 %, ce qui est beaucoup 

plus large que ce que l’on considère comme raisonnable pour la définition d’un genre 

(TSCA, 1997). 

Le genre Bacillus a été créé en 1872 par Ferdinand Cohn qui décrit B. subtilis comme 

espèce type. Quinze années plus tard (1887), Frankland isolent une nouvelle espèce, B. 

cereus à partir de l’air d’une étable au Royaume-Uni (Frankland et Frankland, 1887). La 

bactérie isolée est la souche type de B. cereus : ATCC 14579. En 1955, Steinar Hauge 

est le premier à prouver l’implication de B. cereus dans des toxi-infections alimentaires 

(Hauge, 1955). C’est en 1975 que la souche diarrhéique F4430/73 de B. cereus a été 

isolée à partir d’une soupe de pois (Spira et Geopfert, 1975). 

1.3. Contamination des aliments : Les réservoirs  

B. cereus est très répandu dans l’environnement. Il abonde dans la nature et est 

capable de survivre et de se développer dans une multitude d’environnements, 

notamment dans le sol, la poussière aéroportée, l’eau, les sédiments ou les végétaux 

et les matières en décomposition. (Logan et De Vos, 2009; Stenfors Arnesen et al., 

2008).  

Les souches de l’environnement et des légumes montrent une grande diversité, 

contrairement aux souches de produits alimentaires chauffés et déshydratés, comme 

des protéines du lait déshydratées ou de l’amidon. 
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Le sol et les légumes sont des environnements favorables aux activités métaboliques, 

et au transfert de matériel génétique entre les souches, ce qui expliquerait la diversité 

des souches de l’environnement (Nauta et al., 2003). 

Le climat influence vraisemblablement la population de Bacillus cereus dans le sol 

(EFSA, 2005) les souches psychotropes étant plus fréquentes dans le sol des régions 

froides. 

Il existe pour les bactéries du groupe Bacillus cereus sensu lato, à la manière de ce qui 

est observé pour Salmonella, une circulation entre trois réservoirs (réservoir animal, 

humain et hydrotellurique). La présence de B. cereus dans plusieurs eaux de rivières a 

été rapportée en Norvège (Ostensvik et al., 2004). Ce réservoir hydro-tellurique 

pourrait également être à l’origine de la dissémination de B. cereus dans 

l’environnement et de son entrée dans la chaîne de transformation des aliments.  

Le réservoir hydrotellurique est bien entendu le plus important, et servirait de source 

aux deux autres. 

Ces notions relatives aux réservoirs de Bacillus cereus sont résumées dans la Figure 1.3 

(Jensen et al., 2003). 

 
Figure 1.3. Modèle de cycles pour Bacillus cereus sensu lato (Jensen et al., 2003). 

 

Les auteurs proposent un modèle dans lequel les membres du groupe B. cereus ont 

deux cycles de vie : un cycle où les bactéries vivent en relation symbiotique avec leurs 
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hôtes invertébrés, et un autre, peu fréquent, dans lequel les bactéries peuvent se 

multiplier rapidement chez un autre insecte hôte infecté ou un mammifère (Jensen et 

al., 2003).  

On remarquera que, chez certains arthropodes, « la phase intestinale » de B. cereus 

s’est avérée être filamenteuse. Avec cette « phase », on peut donc concevoir que B. 

cereus pourrait être à son tour pathogène pour l’homme (et parfois pour l’animal), 

saprophyte dans le milieu extérieur, et symbionte chez l’animal. Il mériterait bien ainsi 

la dénomination d’ « ubiquiste ». 

Ce cycle particulier serait partagé par les membres du groupe B. cereus sensu-lato, 

excepté peut-être pour B.anthracis. 

En outre, on a observé la colonisation des larves de moustique et de divers parasites 

du sol par B. cereus (Feinberg et al., 1999). 

Les contaminations des aliments correspondent à un apport de micro-organismes à 

une denrée alimentaire. 

Elles répondent à trois mécanismes, les contaminations primaires, les contaminations 

croisées et les recontaminations. 

Les contaminations des aliments par Bacillus cereus proviennent le plus souvent d’un 

contact avec le réservoir hydrotellurique. 

Les contaminations primaires se font par le contact d’un aliment avec un réservoir de 

micro-organismes, essentiellement le réservoir hydrotellurique, secondairement le 

réservoir animal, et pratiquement jamais le réservoir humain. 

Les contaminations croisées sont des contaminations entre et par les denrées 

alimentaires. Un aliment-source apporte donc une souche de Bacillus cereus à un 

aliment-destinataire qui sera à l’origine de l’accident. 

Les facteurs des contaminations croisées sont représentés en premier lieu par les 

structures externes des spores de Bacillus cereus, qui interviennent dans l’adhésion 

aux surfaces. 

Les différentes couches et structures des spores de Bacillus cereus impliquées dans 

l’adhésion aux surfaces sont résumées sur la Figure 1.4.  
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Figure 1.4. Les différentes couches et structures des spores de Bacillus cereus 
impliquées dans l’adhésion aux surfaces (Andersson et al., 1995). 

 

1.4. Altérations des aliments  

Les altérations d’aliments causées par Bacillus sont principalement des défauts 

organoleptiques telles que des flaveurs désagréables : notes rances, fruitées, levurées, 

amères (Meer et al., 1991). Bien que principalement induites par Clostridium, les 

altérations visuelles sont également associées à la présence de Bacillus mésophiles B. 

subtilis, B. coagulans, B. licheniformis et se manifestent par des productions de gaz, 

des coagulations et liquéfactions de produits (Loysance, 1999).  

Ces altérations sont dues à la production d’acides, d’enzymes (telles que des lipases et 

protéases) et d’autres composés indésirables (Burgess et al., 2010). 

Il a été montré que des enzymes extracellulaires de Bacillus cereus peuvent avoir des 

activités d’altération des aliments. Parmi ces dernières il existe des protéases, et des 

lipases comme les lecithinases. Par définition, ces enzymes vont respectivement 

hydrolyser soit des protéines soit des lipides.  

Les aliments les plus décrits pouvant être altérés sont les œufs et le lait pasteurisé. 

- Dans le lait : 

Comme dit précédemment, les spores de B. cereus sont capables de résister à de 

fortes températures et donc aux principales méthodes de stérilisation de l’industrie 

agroalimentaire. Il a été montré que dans le lait UHT (ultra haute température), les 

spores présentes sont alors activées par ce choc thermique. Les bactéries, qui ont ainsi 

germé, peuvent alors produire des enzymes extracellulaires. Ces enzymes sont 

produites lors de la fin de la croissance exponentielle ainsi que pendant le début de la 
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phase stationnaire (Chen et al., 2003). Ainsi, il a été montré que la production de ces 

enzymes extracellulaires est associée à la sporulation (Chen et al., 2004). Ces dernières 

donnent au lait une flaveur anormale et des défauts de structure (De Jonghe et al., 

2010). Les mécanismes altérant les propriétés physiques (microstructure, viscosité) et 

la flaveur du lait sont complexes. Ils résultent d’une combinaison de réactions 

physiques, chimiques et biochimiques (Chen et al., 2003).  

• L’activité protéinase :  

Dans le lait, les protéinases vont provoquer un clivage des caséines provoquant une 

désorganisation des micelles de caséine. Ceci entrainant une coagulation du lait (Chen 

et al., 2003). L’activité protéolytique provoque alors un défaut dans le caillage, le 

«sweet curdling» (De Jonghe et al., 2010). L’activité des protéinases est maximale 

lorsque le pH est alcalin (Chen et al., 2004).  

• L’activité lipolytique :  

Les enzymes lipolytiques, les lipases, produites par B. cereus agissent sur les lipides, 

notamment les acides gras du lait. Leur action d’hydrolyse est plus efficace sur des 

acides gras à courte chaîne (Chen et al., 2004). Cette mise en évidence est d’autant 

plus importante que ce sont ces mêmes acides gras à courtes chaînes qui contribuent 

le plus à la flaveur du lait (Al-Shabibi et al., 1964). Ainsi, cette dégradation donne une 

flaveur rance et fruitée au lait, tout comme les lecithinases peuvent donner au lait un 

aspect de crème caillée en raison de l’agrégation des globules gras (De Jonghe et al., 

2010). 

Il a été montré que l’activité des lipases est maximale lorsque le pH est de 7-9. Les 

lipases produites par une souche de B. cereus sont plus stables que les protéases 

produites par cette même souche (Chen et al., 2004).  

Les aliments fabriqués à partir de lait sont potentiellement altérables par B. cereus. 

Parmi ceux-ci se trouvent les crèmes glacées, les fromages et les yaourts. Dans la 

littérature, (Chen et al., 2003) ont montré que même si les bactéries qui contaminent 

le lait ne survivent pas à sa transformation, les enzymes, elles, sont encore plus 

résistantes à la température et peuvent être retrouvées dans du lait déshydraté. Ainsi, 

nul doute que B. cereus apparait comme un véritable danger en industrie 

agroalimentaire aussi bien d’un point de vue sanitaire qu’économique.  
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- Dans les œufs :  

La première altération d’aliment a été mise en évidence sur l’oeuf. En effet, il a été 

montré que lorsque des oeufs sont contaminés par des Bacillus cereus, le jaune 

devient alors comparable à « une balle de ping pong » de couleur crème. De plus, 

l’albumine devient alors marron avec une odeur aigre caractéristique qui peut être 

associée à celle du fromage (Colmer, 1948). Dans les ovoproduits, les bactéries du 

groupe Bacillus cereus sont également responsables d’altération. Les bactéries 

produisent des lipases et des protéases qui vont être responsables d’une coagulation 

et d’une décoloration de ces derniers (Baron et al., 2007).  

 

2. Le « groupe Bacillus cereus » 

L’expression « groupe Bacillus cereus » est en fait une nomenclature considérée 

comme empirique et non-taxonomique (Vilas-Boas et al., 2002) ; elle a toutefois 

l’intérêt de souligner la grande proximité des micro-organismes qui composent, ce 

groupe, c’est-à-dire six espèces correspondant à Bacillus anthracis, Bacillus cereus, 

Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides (Nakamura, 1998), Bacillus thuringiensis, 

Bacillus weihenstephanesis (Lechner, 1998) ainsi que la nouvelle espèce B. cytotoxicus 

(Fagerlund et al., 2007; Auger et al., 2008; Lapidus et al., 2008). Le groupe Bacillus 

cereus est actuellement composé de ces sept espèces (Guinebretière et al., 2008; 

Schmidt et al., 2011). Toutefois, la systématique du groupe est encore sujette à une 

controverse. 

Bacillus anthracis, Bacillus cereus sensu stricto et Bacillus thuringiensis ont une telle 

proximité sur le plan génétique qu’on les regroupe souvent à l’heure actuelle dans une 

seule « espèce »dénommée  Bacillus cereus sensu lato (Chen et Tsen, 2002 ; Helgason 

et al., 2000 ; Rasko et al., 2005). 

Ces trois Bacillus ont par ailleurs la particularité d’être pathogènes pour l’Homme ou 

l’animal, ce qui renforce encore la tendance des chercheurs de les regrouper. Même 

s’il est génétiquement et taxonomiquement très proche de B. cereus au sens strict, 

B.anthracis a une écologie totalement différente et sa présence dans l’environnement 

est lié à l’existence d’infection chez les animaux (Fasanella et al., 2010). La présence de 

spores de B. cereus ne préjuge pas la présence de spores de B.anthracis. 
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2.1. Les taxons du « groupe Bacillus cereus » 

Sur le plan de l’étymologie, l’espèce B.anthracis vient du grec anthraxes (le charbon) à 

cause de la maladie du charbon et des lésions noirâtres qu’elle provoque. 

L’espèce cereus vient de l’adjectif latin cereus (qui ressemble à la cire) à cause des 

colonies que Bacillus cereus forment sur les géloses. 

Historiquement, la nomenclature employée pour classer les souches isolées était 

inspirée par la nomenclature de Bacillus anthracis, à l’époque bactérie « phare » à 

cause de son pouvoir pathogène. 

C’est ainsi que l’on parlait d’ « anthracoÏde», de « Bacillus subtilis-mesentericus » ou 

« pseudoanthrax-like » (Kramer et Gilbert, 1989). 

Pour Bacillus mycoides, mukes signifie en grec un champignon et oïdes la forme. Cette 

nomenclature fait référence à l’aspect des colonies filamenteuses adhérentes sur les 

milieux nutritifs solides. Ces colonies rhizoïdes peuvent s’étendre sur plusieurs 

centimètres, dans le sens, ou le sens contraire, des aiguilles d’une montre (Figure 1.5) 

(Di Franco et al., 2002).  

 

Figure 1.5. Colonies de B.mycoides (Di Franco et al., 2002) 

(a) Les colonies s’étendent dans le sens des aiguilles d’une montre.  

(b) Dans le sens inverse des aiguilles d’une montre. 

 

L’espèce B. thuringiensis fait référence à l’origine : en latin la Thuringe. 

Ces quatre espèces (B. anthracis, B. cereus, B. mycoides et B. thuringiensis) ont été 

incluses en 1980 dans les Approved  Lists of bacteriological names, en 1980 (Euzéby, 

2002). 
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Pour Bacillus pseudomycoides, il s’agit d’une bactérie  proche de Bacillus mycoides ( un 

« faux » mycoides). Sa nomenclature a été validée en 1998 par Nakamura (Nakamura, 

1998). 

L’espèce B.weihenstephanensis fait référence à Freising-Weihenstephan, une ville 

allemande. Sa nomenclature a été validée en 1998 (Lechner et al., 1998). 

2.2. Caractères généraux  

Les bactéries du groupe B. cereus sont des bactéries ubiquitaires et peuvent être 

isolées à partir de sols, végétaux, de tissus animaux et d’aliments. Ce sont des 

bactéries à coloration de Gram positive aérobies ou anaérobies facultatives, mobiles 

ou non. Leurs températures optimales de croissance sont généralement situées entre 

25°C et 37°C ; cependant, certains membres sont plus tolérants et sont capables de se 

développer à des températures très élevées (75°C) ou très basses (3°C) (Drobniewski, 

1993). L’hétérogénéité extrême au sein de ce groupe est reflétée par la large variété 

de niches écologique occupées par ses membres. Les principaux caractères 

phénotypiques communs et distinctifs au sein du groupe B. cereus sont décrits dans le 

Tableau 1.1. 

La composition en base de l’ADN chromosomique de ces  espèces est très homogène, 

le pourcentage en guanine et cytosine est faible, de l’ordre de 35% (Ivanova et al., 

2003). 
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Tableau 1.1. Principaux caractères communs et distinctifs des espèces  
du groupe B. cereus sensu lato (Guinebretière et Sanchis, 2003) 
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2.3. Diversité écologique  

B. cereus est un groupe composé de différentes espèces proches génétiquement 

réunies sous la dénomination de "Groupe B. cereus" ou "B. cereus sensu lato". Les 

études récentes montrent que la classification en 6 espèces basée sur la virulence, la 

physiologie ou encore la morphologie, ne correspond pas à des critères de divergence 

génétique (Guinebretière et Sanchis, 2003; Hill et al., 2004). Une gamme très large de 

température de croissance est enregistrée au sein du groupe B. cereus. La température 

de croissance varie entre souche et ne correspond pas à une espèce de ce groupe. 

L'espèce définie comme psychrotolérante B. weihenstephanensis ne contient pas de 

souches non psychrotolérantes, mais certaines souches psychrotolérantes 

n'appartiennent pas à l’espèce B. weihenstephanensis. 

Afin d'éclaircir la classification existante, (Guinebretière et al., 2008) ont montré que la 

structure génétique du groupe B. cereus regroupait au sein d'un même groupe 

phylogénétique, des souches appartenant à des espèces différentes mais partageant le 

même domaine de température de croissance. Les auteurs ont ainsi étudié les 

relations phylogénétiques de 425 souches des six espèces de B. cereus, par analyse de 

profils AFLP, séquences du gène de ménage panC et recherche de signatures de 

psychrotrophie sur les séquences des gènes rrs et cspA.  

Selon cette classification, chaque groupe correspond à un « thermotype » particulier 

qui montre clairement la différence entre les capacités à se développer à basse ou 

haute température. La température est, en effet, considéré comme le facteur 

environnemental le plus important auquel les microorganismes doivent répondre 

(Guinebretière et al., 2008). Enfin, cette étude a, en outre, permis de positionner dans 

cette nouvelle structure écotype, les pathogènes alimentaires ainsi que les espèces 

phénotypiques courantes (Carlin et al., 2009; Guinebretière et al., 2010)  

Cette étude a permis de mettre en évidence l'existence de 7 groupes phylogénétiques 

distincts, possédant une gamme de température propre à chacun et les pouvoirs 

pathogènes qui sont représentés dans le Tableau 1.2.  

Le groupe I regroupe les souches de l'espèce B.pseudomycoides, dont la température 

de croissance est comprise entre 10°C et 40°C. Les groupes III, IV et V regroupent les 

souches de B. cereus sensu stricto et B. thuringiensis, les plus mésophiles du groupe B. 

cereus. Le caractère mésophile est de plus en plus marqué du groupe V vers le groupe 

III qui regroupe les souches de B. anthracis. Le groupe VII contient les souches les plus 

thermophiles, dont la température de croissance varie de 20°C à 50°C. Ce groupe est 

très éloigné des 6 autres et il a été récemment proposé que la souche NVH-391.98 soit 
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représentative de la nouvelle espèce thermophile appelé B. cytotoxicus relativement 

rare, elle est caractérisée par sa toxicité élevée et sa thermotolérance particulière 

(Guinebretière et al., 2013).  

Le groupe II est composé des souches psychrotrophes de B. cereus et B. thuringiensis 

et le groupe VI contient les souches psychrotrophes de B. weihenstephanensis et 

B.mycoides. Ces deux groupes psychrotrophes se différencient par leur gamme de 

température de croissance: les souches du groupe II ne présentent pas de croissance 

en dessous de 7°C et peuvent croître jusqu'à 40°C, alors que celles du groupe VI sont 

capables de croître dès 5°C mais sont incapables de croître au-delà de 37°C. Seules les 

souches appartenant au groupe VI possèdent une signature de psychrophilie dans la 

séquence du gène cspA, qui est un bon marqueur de discrimination entre les deux 

groupes de souches psychrotrophes. Cette classification confirme que les souches 

psychrotrophes ne sont pas obligatoirement membres de l’espèce B. 

weihenstephanensis (Stenfors et Granum, 2001). 

Le groupe VII serait le groupe le plus proche d'un ancêtre commun, (Guinebretière et 

al., 2008) suggèrent que le groupe B. cereus soit issu d'un ancêtre thermophile et qu'il 

évolue vers la psychrophilie, permettant ainsi une adaptation à de nouvelles niches 

écologiques. La coexistence de deux groupes psychrotrophes semble indiquer des 

évolutions parallèles, en  réponse à une même contrainte. Les souches du groupe VI 

sont les plus fortement marquées par le caractère psychrotrophe, alors que les 

souches du groupe II semblent être en cours de différenciation des groupes 

mésophiles.     

Les souches impliquées dans des cas de toxi-infection alimentaire collective (TIAC) sont 

regroupées majoritairement dans les groupes III, IV et VII. Les souches psychrotrophes 

du groupe VI n'ont pas été associées à des TIAC et possèdent un faible potentiel 

cytotoxique in vitro (Cadot et al., 2010). Certaines souches du groupe VI sont toutefois 

capables de produire la toxine émétique et la capacité à synthétiser cette toxine, 

apportée par un plasmide, pourrait être transférée d'une souche vers une autre 

(Thorsen et al., 2006). Au contraire du groupe VI, le groupe II (psychrotrophe) 

comporte des souches isolées de TIAC. Il existe donc un risque d'émergence de 

souches productrices de toxine et capables de s'adapter aux températures de 

réfrigération.   
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Tableau 1.2. Les sept groupes de B. cereus (Guinebretière et al., 2008) 
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2.4. Phylogénie  

Bien que le « groupe B. cereus sensu lato » apparaisse assez homogène, la 

classification des espèces qui le composent est depuis longtemps débattue. Dès 1946, 

Smith et coll. proposaient que les bactéries du groupe B. cereus soient considérées 

comme des variants de l’espèce B. cereus (Smith et al., 1946). B. anthracis, le statut 

d’espèce distincte a été maintenu (Gordon et al., 1973). A l’origine, la classification de 

ces membres était essentiellement basée sur des propriétés phénotypiques évidentes 

liées, en partie, à des propriétés particulières de virulence. L’aptitude de B. 

thuringiensis à former des inclusions cristallines parasporales composées de protéines 

insecticides et la présence de la capsule chez B. anthracis responsable de l’anthrax 

chez les mammifères permet de les distinguer de B. cereus sensu stricto qui est 

responsable de toxi-infections alimentaires et d’infections locales et systémiques chez 

l’Homme. La perte de l’un de ces caractères les rend phénotypiquement indiscernables 

de B. cereus sensu stricto. Au début de l’année 1970, les outils de la biologie 

moléculaire ont largement contribué à la classification des bactéries. 

Actuellement, deux souches sont considérées d’une même espèce lorsqu’elles 

présentent généralement plus de 70% de réassociation lors d’une hybridation ADN-

ADN et plus de 97 % d’identité de séquences des ARN ribosomaux 16S (Vandamme et 

al., 1996). Des expériences d’hybridation ADN-ADN (Nakamura, 1994) ainsi que la 

comparaison des séquences des ARN ribosomaux 16S ou 23S et du gène gyrB (Awad et 

al., 2006; Bavykin et al., 2004; Chen et Tsen, 2002) révèlent une forte parenté entre les 

souches du groupe cereus et ne permettent pas de distinguer les espèces. Beaucoup 

d’articles décrivent des méthodes d’analyses moléculaires visant à distinguer 

B.anthracis, B. thuringiensis et B. cereus. Ces analyses regroupent des techniques telles 

que la MLEE (MultiLocus Enzyme Electrophoresis) (Helgason et al., 1998; Helgason et 

al., 2000), la MLST (MultiLocus Sequence Typing) (Helgason et al., 2004; Priest et al., 

2004 ; Sorokin et al., 2006 ; Tourasse et al., 2006), la AFLP (fluorescent Amplified 

Fragment Length Polymorphism) (Hill et al., 2004; Keim et al., 1997; Ticknor et al., 

2001) ou encore la rep-PCR fingerprinting (Cherif et al., 2003; Kim et al., 2001; Reyes-

Ramirez et Ibarra, 2005) et l’hybridation par inhibition et soustraction (SSH : 

suppression subtractive hybridization) (Radnedge et al., 2003). Aucune de ces études 

ne permet de distinguer clairement un B. cereus d’un B. thuringiensis, d’un B. 

anthracis, mais toutes montrent une diversité génétique importante au sein de ces 

espèces phylogénétiquement très proches. De plus, ces données confirment que B. 

anthracis est une espèce monomorphe chez laquelle la diversité entre les isolats ne 

peut pas être révélée par ces techniques. 
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3. Bacillus cereus : pathogène alimentaire 
 

3.1. Caractéristiques 

Les souches de B. cereus sont constituées de bacilles Gram positif de 1,4 µm, 

habituellement observés en paires ou en chaînettes courtes. B. cereus est anaérobie 

facultatif, possédant une ciliature péritriche (Figure 1.6) capable de former des 

endospores et  ses colonies blanches d’aspect granuleux font entre 2 et 7 mm de 

diamètre (Ray, 2004). Les spores ovoïdes de B. cereus, non déformantes sont situées 

en position centrale ou subterminale, à raison d’une spore par cellule (Figure 1.7). Une 

croissance est observée à des températures se situant entre 10-20 °C et 35-45 °C, la 

température optimale étant d’environ 37°C (Logan et Rodrigez-Diaz, 2006). Le bacille 

peut produire six types de toxines, à savoir cinq entérotoxines et une toxine émétique 

(Murray et al., 2007), qui peuvent être thermostables ou thermolabiles, selon les 

souches (From et al.,2005). 

 

Figure 1.6.  Aspect d’une cellule hyperflagellée de Bacillus cereus (Senesi et al., 2002). 

 

Figure 1.7. Bacillus cereus : cellules sporulées sous microscopie optique (ANSES, 2011) 
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3.2. Historique 

Les bactéries aérobies et sporulées ont été suspectées d’être impliquées comme 

agents d’intoxications alimentaires depuis les premiers jours de la microbiologie. 

Néanmoins, c’est seulement récemment que des espèces de Bacillus ont été 

impliquées et étudiées, souvent sous l’apparence trompeuse d’entéropathogènes 

« nouveaux » ou « émergeants » et transmis par les aliments. 

Toutefois, la littérature du début du siècle précèdent parlait déjà  d’intoxications 

alimentaires causées par Bacillus cereus, ou en tout cas par des micro-organismes 

apparentés dénommés « Bacillus cereus-like ». 

Le premier épisode décrit date de 1906, que Lubenau, cité par Kramer et Gilbert, a 

décrit comme un foyer d’hôpital touchant 300 patients et membres du personnel 

(gastro-entérite aiguë) après avoir mangé des boulettes de viande, dont les restes 

contenaient des grandes quantités d’une bactérie aérobie génératrice de spores. 

La souche a été décrite comme « Bacillus peptonificans », et  est considérée à l’heure 

actuelle comme étant probablement une souche de Bacillus cereus. 

C’est la forme la plus ancienne. Les premiers accidents furent décrits dès 1906, avec 

300 personnes hospitalisés, et l’identification d’une souche de « Bacillus 

peptonificans », qui avait toutes les caractéristiques d’un  Bacillus cereus actuel. 

Entre 1936 et 1943, 117 cas de toxi-infections alimentaires dus à Bacillus cereus ont 

été identifiés en Suède (Kramer et Gilbert, 1989). 

C’est à la fin des années 1940 que ce micro-organisme a véritablement émergé en tant 

que responsable de toxi-infection alimentaire (Hauge, 1955), avec, en particulier, un 

foyer dans l’hôpital d’Oslo en 1948 (Granum et al., 1996). 

Très largement répandu dans la nature, B. cereus se comporte comme un pathogène 

opportuniste responsable d’infections systémiques et locales et cette espèce est 

également responsable de toxi-infections alimentaires (Bottone, 2010; Logan, 2012). 

La Figure 1.8 illustre les différents types d’infections dans lesquelles B. cereus peut être 

impliqué. 
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Figure 1.8. Représentation schématique des infections à  B. cereus (Drobniewski, 1993). 
 

3.3. Définition d’une toxi-infection alimentaire 

Individuelles ou collectives, les toxi-infections alimentaires (TIA) résultent de la 

transmission d'infections à l'homme par les aliments. L'attaque microbienne peut être 

liée aux propriétés invasives du micro-organisme et/ou aux produits toxiques qu'il est 

capable d'élaborer au cours de sa croissance. Une toxi-infection alimentaire collective 

(TIAC) est définie comme « l’apparition d’au moins deux cas groupés, similaires d’une 

mêmes symptomatologie, en général digestive, et dont on peut rapporter la cause à 

une même origine alimentaire ». 

Les TIAC à B. cereus sont généralement bénignes, néanmoins quelques épisodes 

mortels ont été décrits montrant que la virulence de B. cereus n'est pas à négliger 

(Bieche et al., 2012; Bielaszewsha et al., 2011; Dierick et al., 2005; Lund et al., 2000; 

Naranjo et al., 2011; Posfay-Barbe et al., 2008).  

L’incidence réelle de B. cereus en tant que pathogène alimentaire est difficile à évaluer 

pour plusieurs raisons. D’une part, les toxi-infections à B. cereus ne sont pas à 

déclaration obligatoire (El-Banna, 2009): elles sont donc probablement sous-estimées 

dans les listes officielles. Enfin, les cas de TIAC à B. cereus ne sont pas toujours 

attribués à cette bactérie car le symptôme émétique ressemble à une toxi-infection à 

Staphylococcus aureus et le symptôme diarrhéique peut être associé à une toxi-

infection à Clostridium perfringens (Tableau 1.3). C’est dans ce contexte que l’Institut 
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National de Veille Sanitaire (INVS) a classé B. cereus comme étant la quatrième cause 

de TIAC en France (INVS, 2009). 

Tableau 1.3. Eléments de diagnostic différentiel (JORF, 1987). 

 

 
 

3.4. Atteintes gastro-intestinales 

B. cereus peut être rencontré dans une grande variété d’aliments tels que les pâtes, le 

riz, les produits laitiers, les denrées alimentaires séchées, la viande, les légumes, les 

fruits, les céréales, les épices ou les fruits de mer (Coorevits et al., 2008 ; Guinebretière 

et Nguyen-The, 2003 ; King et al., 2007 ; Lee et al., 2006 ; Meldrum et al., 2009; 

Rahmati et Labbé, 2008 ; Ranieri et Boor, 2009). 

Les maladies gastrointestinales sont les infections les plus communément associées à 

B. cereus (Didelot et al., 2009). Chez les individus en santé, les symptômes sont 

généralement bénins, mais les complications peuvent conduire à des maladies plus 

graves et même à la mort (Dierick et al., 2005 ; Ginsburg, 2003 ; Girish et al., 2003 ; 

Shiota et al., 2010). Des éclosions de troubles intestinaux dues à B. cereus ont été 

signalées dans le monde entier (Logan et Rodrigez-Diaz, 2006). On lui attribue entre 1% 

et 33% des cas d’intoxication alimentaire (EFSA, 2005) avec des degrés de gravité 

variable. 
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3.4.1. Syndrome diarrhéique 

Ce syndrome fait suite à l'ingestion d'aliments contaminés par des cellules végétatives 

ou des spores bactériennes (Clavel et al., 2004, Ceuppens et al., 2012). 

Dans le cas de ce syndrome, on ne sait pas clairement si les entérotoxines sont 

présentes dans les aliments ou si elles sont produites dans l’intestin grêle par la 

bactérie. Cependant les entérotoxines sont instables à un pH supérieur à 4 et peuvent 

être dégradées par la pepsine, la trypsine et la chymotripsine (Granum, 1994), de sorte 

qu’il est plus probable qu’elles soient produites dans l’intestin grêle (Clair et al., 2010). 

Cinq toxines ont été proposées comme causes potentielles du syndrome diarrhéique : 

HBL, NHE, BceT, EntFM et CytK, mais trois d’entre elles seulement (HBL, NHE et CytK) 

ont été associées à des flambées épidémiques d’origine alimentaire (Agata et al., 1995; 

Lund et al., 2000; Lund et Granum, 1997; Samapundo et al., 2011; Schoeni et Wong, 

2005; Stenfors Arnesen et al., 2008). 

Il existe trois types de toxines produites par B. cereus capables d’induire des 

syndromes diarrhéiques : la Nhe (entérotoxine non hémolytique), Hbl (Hémolysine BL) 

et Cyt K (cytotoxine K) (Samapundo et al., 2011). Ces entérotoxines impliquées dans 

des TIAC sont produites lors de la phase de croissance végétative des B. cereus dans le 

petit intestin de la personne contaminée (Granum et Lund, 1997).  

Nhe  

Nhe est une protéine constituée de trois composants : Nhe A, Nhe B et Nhe C 

(Lindback et al., 2004). Pour que la toxicité de Nhe soit maximale, il faut que les 3 

composantes soient dans un rapport 10/10/1. Les trois composés de Nhe sont codés 

par l’opéron nhe.  

Après une exposition à Nhe, il a été montré une augmentation de la taille des cellules 

ainsi exposées. Selon (Fagerlund et al., 2008; Haug et al., 2010; Lindback et al., 2004), 

Nhe perturberait les membranes plasmiques épithéliales par l’insertion de pores 

transmembranaires.  

Hbl  

La première entérotoxine décrite est l'hémolysine BL (Hbl). Cette entérotoxine est 

composée de trois sous-unités comprenant deux composants lytiques L2 et L1 codés 

par hblC et hblD respectivement et la protéine de liaison B codée par hblA (Heinrichs 

et al., 1993, Ryan et al., 1997). Un quatrième composant HblB’, dont la fonction est 

inconnue, codé par le gène hblB’, est produit chez la souche ATCC 14579 (Clair et al., 
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2010). Hbl est une toxine hémolytique, cytotoxique, dermonécrotique et elle entraîne 

une augmentation de la perméabilité vasculaire. 

L’établissement du syndrome diarrhéique par cette toxine a été mo66ntré in vitro par 

l’accumulation de liquide dans une anse iléale de lapin ligaturée (Beecher et al., 1995). 

L’interaction des trois sous-unités est nécessaire pour la formation du pore 

transmembranaire et le ratio optimal des composants L2, L1 et B requis pour une 

cytotoxicité maximale est de 1 :1 :1. Chacun des composants de Hbl est sécrété via le 

système Sec et se lie à la membrane cellulaire de manière indépendante. Cependant, 

les composants L2 et L1 présentent une vitesse de fixation plus rapide que le 

composant B (Beecher et Wong, 1997; Beecher et Wong, 2000; Fagerlund et al., 2010).  

Cyt K  

La cytokine K a été mise en évidence la première fois comme étant responsable de 

TIAC en France en 1998. Il existe 2 formes de la CytK : CytK 1 et CytK 2. L’activité 

entérotoxique de la cytokine est de créer des pores dans les bicouches lipidiques des 

cellules épithéliales de l’intestin (Senesi et al., 2010). 

Les autres valeurs de virulence spécifiques à B. cereus comprennent les protéases, 

notamment les métalloprotéases (Cadot et al., 2010; Guillemet et al., 2010) et d’autres 

enzymes de dégradation jouent un rôle dans l’établissement et le développement des 

infections. 

On est donc en présence, sauf exception, d’un phénomène toxi-infectieux, et rarement 

d’intoxication, phénomène qui sera toutefois parfois retenu comme hypothèse. 

La diarrhée infectieuse provoquée par Bacillus cereus est de type sécréteur, comme 

dans le cas du choléra. Les principaux symptômes sont des diarrhées aqueuses, des 

douleurs abdominales, des nausées, durant généralement 24 heures ne s’expriment 

généralement qu’au-delà de 6h après l’ingestion de l’aliment contaminé (ANSES, 2011; 

Clavel et al., 2007; Granum et al., 1993; Stenfors Arnesen et al., 2008)  . 

La diarrhée sécrétrice est une diarrhée liquide liée à la perturbation des échanges de 

l’eau et des électrolytes à travers l’hépithélium de l’intestin grêle, provoquée par une 

entérotoxine. 

La diarrhée due à Bacillus cereus n’est pas invasive (invasion destructive des 

muqueuses, généralement au niveau du colon ; elle n’est pas non plus de type 

pénétrant (comme avec Salmonella typhi) où la bactérie pénètre l’épithélium 

apparemment intact, pour y proliférer (Wijnands et al., 2002). 
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Les souches diarrhéiques de Bacillus cereus agissent par un mécanisme de véritable 

« toxi-infection » ou plus exactement de « processus infectieux et toxique ». 

La toxi-infection intestinale due à Bacillus cereus suit un processus classiquement 

observé chez d’autres bactéries entérites avec plusieurs phases successives : une 

mobilité flagellaire, orientée par le chimiotactisme, qui permet à la bactérie de se 

rapprocher des cellules intestinales, une adhésion aux cellules intestinales et une 

production de toxines. 

Le transit des cellules dans l’estomac dure au minimum 6h, le transit dans l’intestin 

grêle dure 4h (Granum et al., 1995). 

In situ, la cellule végétative (ou la spore) adhère aux cellules intestinales. 

Il y a alors multiplication cellulaire et production de toxines par la cellule végétative, 

directement, ou après germination s’il s’agit d’une spore (voir Figure 1.9). 

 
 

Figure 1.9. Etapes de la toxi-infection alimentaire due à Bacillus cereus. 
 

3.4.2. Syndrome émétique  

Le premier accident émétique dû à Bacillus cereus a été décrit en 1971 en Grande 

Bretagne ; il était associé à la consommation de riz. La bactérie produit, lors de sa 

Aliment contenant un grand nombre 
de cellules ou de spores 

Ingestion de l’aliment 

Cellules et spores libres Adhérence aux cellules 
intestinales (cellules et spores) 

Germination des spores libres ou adhérentes 

Multiplication et production de toxines 

Transit gastrique 

Transit dans l’intestin grêle 
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croissance dans l’aliment, un peptide toxique le céreulide, très stable à la chaleur et au 

pH extrêmes. Le céréulide est produit pendant la phase stationnaire de croissance 

(Thorsen et al., 2009). 

Il peut par conséquent subsister dans l’aliment après un traitement thermique capable 

de détruire toute forme végétative de bactérie (Pirhonen et al., 2005). Selon (Rajkovic 

et al., 2008), aucun traitement thermique dans le domaine de l’industrie alimentaire 

ne peut détruire le céréulide.  

L’ingestion de la toxine, même en l’absence de cellules bactériennes, provoquent des 

nausées, vomissements, malaises, parfois accompagnés de diarrhées et douleurs 

abdominales (EFSA, 2011). Les symptômes surviennent dans les 30 minutes à 6 heures 

après ingestion (Stenfors Arnesen et al., 2008) et disparaissent au plus tard 24 heures 

après (Kramer et Gilbert, 1989; Nguyen-The et al., 2003; Pavic et al., 2005).  

Dans les formes émétiques, des complications sont toujours à craindre chez les 

individus fragiles (insuffisants cardiaques, enfants en bas âge, vieillards, malades 

hospitalisés…) en raison de la brutalité des vomissements. Devant ce syndrome 

émétique violent, l’hospitalisation des malades est de règle de façon à disposer des 

moyens de réanimation rapide. Ce syndrome émétique peut avoir des résultats 

mortels et fulminants.  

3.5. Autres pathologies 

B. cereus cause différentes maladies non gastrointestinales examinées dans (Bottone, 

2010; Drobniewski, 1993). Les éclosions non gastrointestinales de B. cereus sont moins 

fréquentes et la plupart d'entre elles sont identifiées comme éclosions nosocomiales. 

L'endophtalmie est une infection grave causée par l'introduction de la bactérie dans 

les yeux après un traumatisme ou une chirurgie. Des cas d'endophtalmie ou de 

panophtalmie à B. cereus ont été rapportés dans les travaux scientifiques (Al-Jamali et 

al., 2008; Altiparmak et al., 2007; Martinez et al., 2007; Tobita et Hayano, 2007; Zheng 

et al., 2008). Parmi les organismes qui infectent les yeux, B. cereus présente l'un des 

cours de l'infection qui évoluent le plus rapidement (Brinton et al., 1984) et est l'un des 

plus destructeurs (Levin et D'Amico, 1991).  

Une expérience menée sur des lapins par (Callegan et al., 2003) a montré une 

endophtalmie reproductible causée par la souche ATC 14579. Malgré une intervention 

énergique menée avec des médicaments ou une intervention chirurgicale, 

l'endophtalmie à B. cereus entraîne habituellement une migration des bactéries à 

travers l'œil, une progression remarquablement rapide et une réponse inflammatoire 
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intraoculaire grave, entraînant la perte fonctionnelle de la vue en 24 à 48 heures 

(Vahey et Flynn, 1991). 

B. cereus peut causer une variété d'infections de la peau et des tissus mous, incluant la 

cellulite (Latsios et al., 2003) et la cellulite nécrosante (Hutchens et al., 2010; Sada et 

al., 2009). Les infections des blessures, principalement chez des personnes par ailleurs 

en bonne santé, ont été signalées après un traumatisme, une chirurgie ou des brûlures 

(Crane et Crane, 2007; Moulder et al., 2008; Ribeiro et al., 2010; Shimoni et al., 2008). 

L'utilisation de cathéters a souvent été associée aux infections à B. cereus (Crane et 

Crane, 2007; Flavelle et al., 2007). 

Certains cas de méningo-encéphalite à B. cereus (Evreux et al., 2007; Lebessi et al., 

2009; Manickam et al., 2008) et de bactériémie (John et al., 2007) ont été signalés chez 

des nouveau-nés. La méningo-encéphalite néonatale causée par B. cereus est rare, 

mais le taux de mortalité en est élevé. Les cas d'infection peuvent souvent être 

retracés à des équipements ou appareils médicaux. 

Certains cas de pneumonie à B. cereus ont été rapportés. Les infections pulmonaires 

dues à B. cereus sont rares en comparaison de celles attribuées à B. anthracis, mais 

peuvent être tout aussi dangereuses pour la vie des personnes immunodéficientes.  

Des cas de pneumonie à B. cereus chez des patients cancéreux ont été rapportés par, 

(Fredricks et al., 2006; Katsuya et al., 2009). Dans la plupart des cas, la voie de 

l'infection était inconnue, mais liée aux infections existantes de B. cereus chez les 

patients. Dans tous les cas, sauf un, l'infection a entraîné le décès. 

La gamme d'infections non gastrointestinales rapportées est plus large chez les 

personnes immunodéficientes. Des cas de méningite nécrosante, d'hémorragie sous-

arachnoïdienne et d'abcès cérébraux ont été rapportés en lien avec des infections 

systémiques de B. cereus chez des patients atteints de leucémie (Nishikawa et al., 

2009). D'autres infections locales et systémiques de B. cereus ont été rapportées chez 

des patients dont l'immunité est compromise (Hirabayashi et al., 2010; Kiyomizu et al., 

2008; Le Scanff et al., 2006; Nishikawa et al., 2009). Chez les patients 

immunodéprimés, l’infection peut être mortelle (Le Scanff et al., 2006). 

Les rapports cliniques démontrent que la gravité des infections de B. cereus 

présentaient une corrélation importante avec la capacité de synthétiser les toxines 

(Ghelardi et al., 2002) et dépend de la compétence immunitaire de l'hôte ainsi que de 

la virulence du microbe.  
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3.6. DMI ou dose réponse 

On remarquera que certains auteurs modernes parlent non pas de DMI (Dose 

Minimale Infectieuse) mais de relation dose-réponse. 

Dans le cas des toxi-infections diarrhéiques, la quantité de cellules ou spores de B. 

cereus pathogènes retrouvée dans les aliments incriminés est généralement égale ou 

supérieure à 105 par gramme ou millilitre (Tsigarida et al., 2009) et dans de très rares 

cas égale ou supérieure à 103 par gramme ou millilitre (EFSA, 2005; Kramer et Gilbert, 

1989; Stenfors Arnesen et al., 2008). 

Dans le cas des intoxinations émétiques, les toxines peptidiques sont très stables et 

peuvent persister dans l'aliment même si les bactéries ont disparu (EFSA, 2005). Un 

minimum de 105 cellules de B. cereus par gramme ou millilitre de l'aliment à un stade 

de sa production est nécessaire pour produire suffisamment de toxines et provoquer 

une intoxination. 

On a cependant observé des syndromes émétiques avec peu de cellules de B. cereus 

dans l’aliment (102 par gramme). 

De même, les pathologies d’origine alimentaire provoquées par B. subtilis, 

B.licheniformis, B. pumilus, ont toujours été associées à une population importante de 

ces bactéries dans les aliments responsables, de l’ordre de 105 cellules ou spores par 

gramme (Kramer et Gilbert, 1989). 

4. Bacillus cereus : source de problèmes dans les 
industries agroalimentaires 

Parmi les micro-organismes nuisibles aux industries agroalimentaires, Bacillus cereus 

occupe une place de premier plan. Sa capacité à croître rapidement, à sporuler et à 

former des biofilms (Figure 1.10), en a fait un outil suscitant l’intérêt des industries 

agroalimentaires (Bartoszewicz et al., 2008). 

En effet, les spores sont connues comme une des formes de vie les plus résistantes 

(Nicholson et al., 2000) et leur inactivation complète est souvent impossible sans 

altérer la qualité de l’aliment, comme c’est le cas de B. cereus (Smelt et al., 2008; 

Daryaei et al., 2013). Ceci serait en partie dû au fait que les spores possèdent une forte 

hydrophobicité, une surface très peu chargée et une morphologie particulière.  

Ce caractère hydrophobe marqué, souvent attribué à l’abondance de protéine de 

surface (Doyle et al., 1984) est fréquemment cité à l’origine de la forte capacité 
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d’adhésion des spores (Rönner et al., 1990; Husmark et Rönner, 1992; Faille et al., 

2000).  

 

Figure 1.10. Micrographe d’un biofilm de 6 jours formé par B. cereus  

sur une surface en inox (Simoes et al., 2010). 

Le phénomène d’adhésion bactérienne a été étudié dans de nombreux domaines de 

sécurité sanitaire où la présence de micro-organismes adhérés a un impact négatif. Ces 

domaines comprennent la formation de la carie dentaire (Nicolas et Lavoie, 2011), la 

colonisation des implants médicaux (Sousa et al., 2011), la formation de biofilms dans 

les conduites d’eau de boisson (Roux et Ghigo, 2006), et dans les environnements de 

traitement des denrées alimentaires (Somers et Wong, 2004). 

L’adhésion de B. cereus et la formation de biofilm sur l’acier inoxydable est largement 

documentée et utilisée notamment dans les travaux  portant sur le décrochement des 

biofilms et leur élimination, dans les conditions simulant celles des processus 

industriels (Faille et al., 2001; Lee et al., 2010; Peng et al., 2001; Ryu et Beuchat, 2005; 

Salutiano et al., 2010; Simoes et al., 2011; Wijman et al., 2007). En effet, les biofilms 

formés sur l’inox sont consistants et les densités cellulaires conséquentes. 

B. cereus adhère également à d’autres matériaux tels que les polymères et les 

plastiques.  

Le pouvoir d’adhésion aux surfaces et la formation de biofilm de B. cereus sont 

attribués aussi bien aux propriétés physico-chimiques de surface des spores (Tauveron 

et al., 2006; Ankolekar et Labbé, 2010 ; Faille et al., 2010a; Lequette et al., 2011), qu’à 

son potentiel génétique (Sauer, 2003; Hsueh et al., 2006). 

L’étude des biofilms dans le milieu des industries alimentaires relève, pour une grande 

part, du domaine de la sécurité sanitaire des aliments. Presque toutes les branches de 

l’industrie alimentaire, sont remises en cause par le problème des biofilms (Srey et al., 
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2013). Leur formation sur les surfaces en contact avec les aliments est quasi inévitable 

et est favorisée par les conditions qui prévalent dans les établissements de 

transformation des aliments.  

Cette plus grande capacité de résister rend leur élimination plus délicate. Ainsi le 

nettoyage des installations en industries alimentaires demeure un grand défi, voire 

même une nécessité quant à une meilleure hygiène en agro et en bio-industries 

(Simoes et al., 2006 ; Simoes et Vieira, 2009). 

Les biofilms sont la source de nombreux problèmes dans l’industrie agro-alimentaire, 

en termes d’hygiène alimentaire et d’altération des qualités organoleptiques des 

produits alimentaires (Somers et Wong, 2004).  

Un biofilm est un complexe multicellulaire dynamique qui permet à des cellules 

bactériennes d’adhérer entre elles et sur une surface, en étant entourées d’une 

matrice protectrice. Cette dernière est composée d’une substance exopolymérique qui 

protège les bactéries des attaques extérieures comme les procédés de nettoyages 

(Wijman et al., 2007). 

La formation de biofilm comprend différentes étapes et le mécanisme de leur 

formation a été largement décrit par plusieurs chercheurs dans des études récentes 

(Verstraeten et al., 2008; Liaqat et al., 2013). Les différentes études montrent que les 

biofilms se forment de la même manière quelque soit l'environnement qu'ils 

colonisent (Pace et al., 2006). 

En outre, les biofilms constitués de flores d’altération ou de pathogènes à la surface 

des aliments (viande, fromage, légumes frais) et dans l’environnement industriel 

(ateliers, équipements, bâtiments) peut conduire à une contamination croisée. 

Diverses études indiquent que le mode de vie des biofilms, leur structure et leur 

composition conduisent à une augmentation de résistance aux produits antimicrobiens 

(Simoes et al., 2006; Simoes et Vieira, 2009 ). 

De plus, l'émergence de bactéries résistantes aux agents antimicrobiens 

conventionnels montre clairement que de nouvelles stratégies de contrôle des biofilms 

sont nécessaires (Simoes et al., 2006). 
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5. Les conserves 
 

5.1. Dangers microbiens : les spores bactériennes 

Les Bacillus ont une importante capacité à produire des spores résistantes à des 

conditions environnementales défavorables (Logan et De Vos, 2009). Les spores 

permettent aux bactéries se retrouvant dans un milieu défavorable ou hostile (les 

températures et les pH extrêmes, l’exposition aux rayons UV, la diminution de la 

concentration des nutriments dans un environnement donné) de survivre dans un état 

de dormance (Raju et al., 2006 ; Raju et al.,2007). Dans cet état, les bactéries peuvent 

survivre pendant plusieurs mois voire des années en attendant que le milieu 

redevienne favorable à leur croissance. C’est seulement lorsque le milieu redevient 

favorable que les spores peuvent induire la germination pour redevenir des cellules 

végétatives (Castanha et al., 2006; Driks, 2007).   

5.1.1. Caractères généraux 

En général, les spores de Bacillus ont une forme ovale à sphérique, voire cylindrique ; 

elles sont terminales ou non, mesurant en moyenne 1 µ m par 1 à 2 µm (Tableau 1.4). 

Tableau 1.4. Dimensions des spores de bactéries du genre Bacillus 

(Carrera et al., 2007) 
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Les volumes moyens de Bacillus anthracis et Bacillus thuringiensis, sont semblables à 

ceux de Bacillus cereus. 

Les autres espèces proches présentent de plus grands volumes de spores que Bacillus 

anthracis, comme on peut s’en rendre compte à la lecture du Tableau 1.4 (Carrera et 

al., 2007).  

Les spores sont donc des éléments de très petites dimensions, ce qui leur donnera la 

capacité de contaminer les denrées alimentaires à partir d’anfractuosités présentes 

dans les entreprises du secteur alimentaire. 

La spore se colore légèrement à la coloration de Gram. Elle est maintenue dans 

l’exosporium. 

5.1.2. Composition des spores  
 

5.1.2.1. La sporulation 

La sporulation est provoquée par l'épuisement du milieu en substrat nutritif et peut 

nécessiter des conditions particulières : absence d'oxygène pour les clostridies, 

présence d'oxygène pour Bacillus anthracis (d'où l'interdiction d'autopsier en plein 

champ des animaux dont la mort semble être due au charbon bactéridien). Le 

processus de sporulation débute à la fin de la phase de croissance exponentielle et il se 

déroule en 6 étapes (Figure 1.11). Le stade I ou stade du filament axial se caractérise 

par la présence d'un matériel nucléaire qui s'étend sur toute la longueur de la cellule 

et qui correspond à 2 génomes. Au stade II, les deux génomes se séparent et en même 

temps la membrane cytoplasmique s'invagine près d'un pôle de la cellule pour former 

un septum de sporulation qui partage la cellule en deux parties inégales. Ce septum de 

sporulation va envelopper le cytoplasme de la plus petite partie pour former une 

préspore caractéristique du stade III. Entre les deux membranes limitant la préspore se 

forme la paroi sporale puis apparaît rapidement le cortex dont la présence est 

caractéristique du stade IV. Aux stades V et VI, les tuniques sont élaborées et, après 

maturation, la cellule mère se lyse et libère la spore mature. 

Au cours de la sporulation il peut y avoir synthèse de différentes substances: 

antibiotiques, toxines (entérotoxine de Clostridium perfringens) ou corps parasporal 

(Bacillus thuringiensis, Bacillus sphaericus) contenant des toxines létales pour les 

insectes  (Euzéby, 2002). 
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Figure 1.11 : Les étapes de la sporulation (Qiu, 2004) 

5.1.2.2. Structures impliquées dans la résistance des spores 

Les spores libres sont capables de résister à la dessiccation, aux radiations UV et aux 

agents chimiques et physiques (Setlow et Johnson, 2007). Cette résistance est assurée 

grâce aux différentes structures de la spore. La structure centrale de la spore, appelée 

protoplaste (Figure 1.12), contient de l’ADN, les ARN et la plupart des enzymes de la 

spore. 

Le protoplaste est entouré de la membrane interne (Figure 1.12). Cette membrane ne 

permet pas le passage de petites molécules vers le protoplaste (Setlow, 2007). Ainsi, 

par son imperméabilité, la membrane interne est essentielle pour la résistance des 

spores aux agents chimiques (Cortezzo et al., 2004). Le cortex, situé entre la 

membrane interne et la membrane externe, permet de maintenir le protoplaste 

déshydraté. Il exerce une contrainte mécanique sur l’intérieur de la spore et est ainsi 

indispensable à sa résistance (Nguyen Thi Minh, 2009). La membrane externe, 

entourant le cortex, est perméable et en cela ne semble pas intervenir dans les 

mécanismes de résistance des spores. Les tuniques situées en périphérie de la 

membrane externe sont perméables aux agents chimiques (Henriques et Moran, 2007; 

Setlow, 2007).  
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Les tuniques limitent l’entrée des molécules à l’intérieur de la spore et exercent 

également une contrainte mécanique vers l’intérieur de la spore, évitant ainsi son 

gonflement (Nguyen Thi Minh, 2009). Les tuniques ne jouent pas de rôle significatif 

dans la résistance thermique des spores ni dans la résistance aux radiations 

(Eichenberger, 2007). Néanmoins, elles sont indispensables à l’intégrité de la spore, car 

une défaillance dans les tuniques entraîne une instabilité et une germination 

spontanée de la spore (Henriques et Moran, 2007).  

Enfin, une structure externe additionnelle, appelée l’exosporium ; ces structures sont 

décrites comme une masse transparente ronde en forme d’anneau entourant la spore 

(Carrera et al., 2007). Comme présenté sur la Figure 1.12, l’exosporium est observable 

autour des spores de B. cereus sensu lato mais n’a jamais été observé autour des 

spores de B. subtilis et B. licheniformis (Faille et al., 2010).  

 

Figure 1.12. Photographie en microscopie électronique d’une spore 

 de B. weihenstephanensis KBAB4 produite à 30°C (à gauche, x 35000)  

et d’une spore de B. licheniformis AD978 produite à 45°C (à droite, x72000). 

 

La structure de l’exosporium de la spore de Bacillus cereus est présentée dans la Figure 

1.13. L’exosporium est composé d’une partie inférieure lamellaire et d’une partie 

supérieure hérissée ou  « hair-like » (en ‹‹ chevelu ››) avec un aspect de ‹‹ duvet ›› 

(Gerhardt et Ribi, 1964). 

Cette structure irrégulière de la surface de la spore et de l’exosporium facilitera 

l’adhésion des spores aux substrats en entreprises du secteur alimentaire (Figure 1.13). 
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Figure 1.13. Structure de l’exosporium de B. cereus (Gerhardt et Ribi, 1964). 

 

5.2. Maîtrise des dangers microbiens: traitement thermique 
d’appertisation 
 

5.2.1. Principe 

Le traitement thermique est aujourd'hui la technique de décontamination la plus 

communément utilisée en industrie agroalimentaire (Farkas, 2007). En termes de 

sécurité alimentaire, il a pour objectif de détruire ou d’inhiber totalement, d’une part 

les enzymes, et d’autre part les microorganismes et leurs toxines, dont la présence ou 

la prolifération pourrait altérer la denrée considérée ou la rendre impropre à 

l’alimentation humaine (Décret n°55-241, 1955).  

L’appertisation (Appert, 1810) consiste à stériliser par la chaleur des denrées 

périssables dans des contenants hermétiques (boîtes métalliques, bocaux). Sont 

considérées comme conserves les denrées alimentaires, d’origine animale ou végétale 

périssables, dont la conservation est assurée par un procédé associant le 

conditionnement dans un récipient étanche à l’eau, aux gaz et aux microorganismes, à 

toute température inférieure à 55°C et un traitement par la chaleur (Décret n°55-241, 

1955). L’appertisation est largement utilisée aujourd’hui pour la conservation à long 

terme des denrées alimentaires pouvant aller de plusieurs mois à quelques années. 

5.2.2. Efficacité 

Le traitement thermique est caractérisé par le couple temps/température. Les 

premiers travaux de thermorésistance microbiologique se sont focalisés sur 

l'expression de la réponse des microorganismes. L'expression de la cinétique de 

destruction en base décimale a permis d'introduire le terme de "durée de réduction 
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décimale". Cette durée, appelée D, correspond au temps nécessaire (en minutes) pour 

réduire la population d'un facteur 10, à une température donnée (Katzin et al., 1942). 

La cinétique de destruction des microorganismes est, dans la grande majorité des cas, 

décrite par l'équation suivante (1): 

 

avec t le temps de traitement, N0 la population initiale, N la population survivante au 

temps t et D la durée de réduction décimale (Gaillard, 2003). 

Un autre paramètre, appelé paramètre de thermorésistance Z, correspond à 

l’élévation de température nécessaire pour réduire au dixième la durée de réduction 

décimale. Cette cinétique d'inactivation est encore actuellement la plus utilisée, et sert 

de référence au traitement thermique, ainsi qu'à la classification des espèces 

microbiennes. 

Même si de nombreux travaux définissent différents paramètres pour évaluer 

l'efficacité des traitements thermiques, le modèle linéaire et les paramètres D et Z sont 

encore largement utilisés. De nombreuses données exploitant ces paramètres sont 

accessibles, aussi bien pour des spores que pour des cellules végétatives. Le Tableau 

1.5 montre quelques uns des exemples de valeurs de D et Z rencontrées dans la 

littérature. 

Tableau 1.5. Niveaux de thermorésistance approximatifs de cellules 
végétatives bactériennes (Aguirre et al., 2009) 
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5.2.3. Quantification 
 

5.2.3.1. Nombre n de réductions décimales 

La manière la plus directe de quantifier un traitement thermique est de caractériser 

celui-ci par son efficacité sur une souche cible donnée, c’est-à-dire par le taux de 

réductions atteint (N/N0) après le traitement. Cette efficacité est souvent exprimée par 

le taux de réduction décimal noté n et défini par : 

                   n = log
N0

N
 (2) 

5.2.3.2. Notion de valeur stérilisatrice (F) 

La valeur stérilisatrice est un concept répandu dans l’industrie de la pasteurisation et 

de l’appertisation. Elle est utilisée pour quantifier un traitement thermique 

indépendamment de la cible visée. Elle correspond à tout traitement entraînant le 

même taux de destruction qu’un traitement à la température de référence (121,1°C) 

pendant t minutes : 

                    𝐹 = 𝑡121,10 𝐶 (3) 

Lorsque le traitement est réalisé à une température différente de 121,1°C, le temps 

nécessaire pour atteindre la valeur stérilisatrice F souhaitée est, selon la relation de 

Bigelow : 

                          t = 𝐹𝑇 . 10
𝑇−𝑇∗

𝑧   (4) 

où t est le temps de traitement à la température T pour atteindre la valeur 

stérilisatrice F121,1. La valeur de z est conventionnellement fixée à dix (en référence à la 

valeur relative à Clostridium botulinum). 

Le choix du micro-organisme de référence Clostridium botulinum est lié au fait que 

c’est le micro-organisme, rencontré en agroalimentaire, qui résiste le plus aux 

conditions du traitement et à son pouvoir de fabrication d’une neurotoxine 

extrêmement dangereuse. 

5.2.3.3. Relation avec la durée de réduction décimale : 

Par définition, la durée de réduction décimale DT   est le temps de traitement à la 

température T nécessaire pour réduire une population d’un facteur 10. On peut alors 

écrire : 

                      log 
𝑁0

𝑁
 = 

𝑡

𝐷𝑇
 = n  (5) 
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Où n est le nombre de réductions décimales appliqué. On en déduit : 

                      tT =  n.DT  (6) 

L’équation 5 devient dans les conditions standards de la température :  

                      𝑡𝑇∗ = 𝐹𝑇∗ = n.𝐷𝑇∗   (Formule de Stumbo)  (7) 

 

Jusqu’en 1996, un produit appertisé était commercialisable si le traitement thermique 

suffisait à réduire de 1012  une flore de spores de Clostridium botulinum soit 

𝐹121.1°C
10 =12.D121.1°𝐶. Le temps de réduction  décimale pour Cl. Botulinum étant de 12 s, 

il faut donc un traitement minimum de 144 secondes soit 2.4 minutes soit 2.4 unités 

stérilisatrices. 

La nouvelle réglementation européenne a supprimé cette règle et rend le producteur 

responsable de sa fabrication. 

5.3. Effet du pH sur la thermorésistance 

La résistance thermique d'un micro-organisme varie en fonction des conditions 

physiologiques et physico-chimiques dans lesquelles il se trouve avant, pendant et 

après le traitement thermique. Les facteurs modifiant éventuellement l'allure de la 

destruction thermique des micro-organismes sont : 

- des facteurs intrinsèques : thermo-résistance variable selon les espèces, les formes 

végétatives ou sporulées, l'âge, l’état physiologique … 

- des facteurs environnants : pH, l’activité de l’eau, présence de lipides et de protéines, 

pression osmotique, les sels minéraux. Pour chaque facteur physique ou chimique du 

milieu de traitement jouant un rôle sur la thermo-résistance des micro-organismes, on 

peut mettre en évidence deux effets distincts. D’une part, on observe un effet 

s’exerçant sur les spores au moment du traitement thermique. D’autre part, la 

germination et la recroissance qui suit le traitement thermique sont également 

influencées par la composition physico-chimique du milieu. 

Sur la multitude de facteurs pouvant influencer la résistance thermique des micro-

organismes, qu’ils soient physiques, chimiques ou biologiques, certains se distinguent 

par leur effet prépondérant. Parmi eux probablement le facteur concernant le plus 

l’industrie alimentaire, compte tenu de l’acidité d’une grande majorité des produits 

alimentaires et de son effet substantiel sur les spores bactériennes chauffées. 

Le pH du milieu de sporulation influence la formation des spores (Gaillard et al., 1998). 
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Certains auteurs montrent également que les pH proches des limites de sporulation 

augmente le temps de sporulation et réduit la concentration finale des spores 

obtenues. A pH 8,0, 4 jours sont nécessaires pour obtenir 2,5.109  spores/ml de B. 

subtilis ATCC31324, alors que 20 jours sont nécessaires pour produire 1,5.105  et 

1,6.107 spores/ml à pH 6,0 et pH 10,0 respectivement (Nguyen Thi Minh et al., 2011). 

Selon ces études, les meilleurs taux de sporulation, concentrations en spores et temps 

de sporulation sont observés pour des sporulations à pH voisins de la neutralité. 

La résistance de la plupart des bactéries et des spores bactériennes à la chaleur, est 

maximale dans une zone de pH proche de la neutralité, et décroît rapidement lorsque 

le milieu est plus acide ; il s'ensuit que, dans  les produits acides, la destruction des 

micro-organismes par la chaleur est relativement plus facile que dans les autres. 

Le Clostridium botulinum est la bactérie pathogène la plus résistante à la chaleur : c'est 

pourquoi elle est prise comme germe de référence pour 'établissement de barème de 

stérilisation. Or, contrairement aux levures et aux moisissures, la plupart des bactéries 

et surtout C. botulinum sont incapables de proliférer et de produire leurs toxines dans 

un milieu acide de pH inférieur à 4,5. 

Cela a conduit à définir deux types de produits qui subiront des traitements différents 

- Conserves acides (pH < 4,5) 

Elles ne permettent pas le développement des germes sporulés, comme Clostridium 

botulinum et autres Clostridium toxinogènes, ni des bactéries des toxi-infections 

alimentaires (Salmonelle, Staphylocoque) qui, cependant, peuvent survivre. Le 

traitement thermique doit être suffisant pour détruire celles-ci, ainsi que la flore 

acidophile (levure, moisissures, bactéries acidophiles) et pour inhiber les enzymes 

d'origine organique.  

- Conserves non acides (pH > 4,5) 

Le traitement thermique doit garantir «un effet stérilisateur» adéquat contre les 

spores de C. botulinum et a fortiori contre les autres bactéries pathogènes moins 

résistantes. Les toxines doivent être absentes après stérilisation et les enzymes 

organiques ou microbiennes inactivées. 
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CHAPITRE 
 

ANALYSE REGLEMENTAIRE 
DES CONSERVES VEGETALES A L’ETUDE 

 

1. Contrôle de stabilité : norme AFNOR NF V 08-401  
 

1.1. Introduction 

La présente norme (JORAD) décrit des méthodes d'examen permettant de vérifier la 

stabilité biologique d'individus prélevés à partir d'un lot de conserves et reconnus sans 

défauts susceptibles d'influer sur les résultats. 

Elle est applicable aux produits de pH supérieur ou égal à 4,5. 

Le contrôle comporte un examen préliminaire de l'emballage: les boîtes ne doivent pas 

présenter de défauts. 

Dans certains cas, les défauts sont visibles à l'œil nu, qu'il s'agisse de phénomènes 

d'altération rapide conduisant à des « bombages » ou des « flochages » (définition ci-

après) ou qu'il s'agisse tout simplement d'un défaut de sertissage. 

Les déformations qui peuvent éventuellement apparaître sont de trois origines 

différentes. Il peut s'agir de déformations dues à une altération d'origine microbienne, 

à une modification de nature chimique ou à des déformations d'origine physique. 

Suivant l'origine et l'intensité du phénomène, nous différencions la boîte floche, 

bombée et fuitée. 

Par différence à une boîte « normale » qui ne présente pas de défaut majeur, une 

boîte est dite « floche » lorsque ses deux fonds, ou l'un d'entre eux, présentent une 

légère convexité qui disparaît sous la pression des doigts mais réapparaît lorsque cette 

pression cesse. Est dite « floche » aussi une boîte dont un seul des fonds présente une 

légère convexité qui disparaît sous la pression des doigts mais se transmet au fond 

opposé. 



41 

Le flochage se produit souvent dans le cas de mise en boîte de produits qui ont 

commencé à fermenter.  

Une boîte est dite « bombée » lorsque les deux fonds (ou l'un des fonds) se sont 

déformés sous l'action d'une pression intérieure en prenant une forme convexe plus 

ou moins accentuée et lorsqu'ils ne peuvent pas reprendre leur position normale 

même sous une forte pression (AFNOR, 1976) Une boîte est dite « fuitée » lorsqu'elle 

présente un défaut d'étanchéité visible ou mis en évidence par les examens prescrits 

par les normes. Enfin, le becquet est une déformation permanente des fonds ou du 

couvercle dans le cas d'un emballage en verre. Il est généralement provoqué par une 

surpression interne trop importante surtout au cours de la phase de refroidissement-

détente. 

1.2. Echantillonnage : choix des individus 

Pour réaliser l'ensemble des examens il est nécessaire de disposer d'au moins 5 

individus «normaux» y compris un individu servant de témoin. 

Notre étude a porté sur 10 lots de 5 boîtes de conserves de petits pois importées, 

identiques entre elles et en apparence normales. Ceux-ci ont été prélevés au niveau du 

circuit de distribution de la ville d’Annaba. On entend par lot, une quantité déterminée 

de conserves fabriquées le même jour dans des conditions sensiblement homogènes. 

1.3. Principe du contrôle 

Le contrôle de stabilité se fait aux moyens des épreuves suivantes :  

 Incubation de deux individus à 37°C  

 Incubation de deux individus à 55°C 

 Examen de l'aspect extérieur (en cours d'incubation et après incubation). 

 Examen des caractéristiques suivantes sur des individus incubés et sur un 

témoin non incubé: Aspect, odeur, texture, détermination du pH, examen 

microscopique. 

En pratique, de nombreux laboratoires effectuent l’incubation à 30°C plutôt qu’à 37°C  
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1.4. Méthodologie 

 

1.4.1. Examen préliminaire 

- Relever les différentes caractéristiques des individus retenus : Nature du produit, 

type et format de l'emballage, indications réglementaires et autres inscriptions 

figurant sur l'emballage l'étiquette ou l'illustration. 

- Repérer chaque individu par un marquage indélébile. 

- Enlever éventuellement l'étiquette en s'assurant à nouveau par un examen attentif 

que ces individus sont "normaux". 

- Le témoin doit être conservé à la température du laboratoire à la condition que celle-

ci ne dépasse pas 25° C. 

1.4.2. Incubation  

Les conditions d'incubation (température et durée) ont été choisies pour fournir les 

garanties optimales d'efficacité du contrôle. 

L'incubation, préliminaire à l'examen microbiologique, a pour but : 

 de permettre la germination des spores; 

 de favoriser la multiplication des formes végétatives en les plaçant dans des 

conditions thermiques idéales à leur développement; 

 d'évaluer la stabilité du produit : la multiplication des micro-organismes 

entraîne l'apparition de signes qui échappent lors de l'examen initial (flat-sour, 

bombage). 

Les individus doivent être disposés, sur un papier filtre ou un papier kraft, dans la 

position la plus favorable pour détecter une fuite éventuelle. 

L’incubation est effectuée comme suit : 

 Placer dans l'étuve réglée à 30°C deux des individus choisis et les y laisser 21 

jours.  

 Placer dans l'étuve réglée à 55°C deux des individus choisis et les y laisser 10 

jours. L’incubation ne doit pas dépasser 10 jours de manière à éviter l’ « auto 

stérilisation » des thermophiles acidifiants. 

 Pratiquer des examens journaliers de leur aspect extérieur et retirer de l'étuve 

les individus présentant un bombage ou une fuite. 



43 

1.4.3. Examen après incubation 

 

1.4.3.1. Aspect extérieur des boîtes 

Noter l'aspect extérieur des boîtes. Les laisser pendant 24 heures à la température 

ambiante avant de procéder aux opérations suivantes: 

 Nettoyage et désinfection des boîtes 

- Nettoyer l'emballage en le brossant avec une solution de détergent 

spécialement autour des serties. 

- Placer l'emballage à l'intérieur de l'enceinte de prélèvement. Passer 

sur l'emballage et comme précédemment en insistant sur les serties, un 

coton hydrophile imbibé d'une solution d'eau de javel. Recommencer 

avec un coton hydrophile imbibé d'alcool à 95% en volume. 

- Laisser sécher. 

 Ouverture de l'emballage 

Immédiatement avant l'ouverture, passer un coton hydrophile imbibé 

d'alcool à l'endroit où l'on va pratiquer l'ouverture. Les boîtes à l’étude 

sont à ouverture facile. 

1.4.3.2. Examen du produit 

 Etude des caractéristiques organoleptiques 

Noter les modifications qui auraient pu survenir par rapport au témoin, concernant 

l'odeur, l'aspect et la texture (ne pas goûter les conserves incubées). 

 Détermination du pH 

Le pH est déterminé suivant la norme NF V 08-406 (1996). Il est mesuré sur le produit 

en l’état au moyen d’un pH-mètre muni d’une électrode combinée de type classique. 

Il est recommandé de faire plusieurs mesures pour chaque individu. Dans le cas des 

produits hétérogènes comme le cas de nos conserves, il est mesuré sur le produit 

après homogénéisation. 

 Examen microscopique 

Faire une application directe sur une lame de verre en réalisant des étalements fins à 

partir du produit brut. Sécher et fixer à la chaleur. 

Effectuer une coloration de Gram et observer 20 champs au microscope. Noter la 

Morphologie de la flore microbienne et le nombre de germes par champ 

microscopique. Calculer le facteur R= n/no où no est le nombre moyen de germes pour 

l'individu non incubé et n est le nombre moyen de germes pour un individu incubé. 
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1.4.4. Interprétation des résultats  

Une conserve est stable si elle présente l'ensemble des trois caractéristiques suivantes: 

 Absence de déformation de l'emballage 

 Différence de pH inférieure ou égale à 0,5 unité pH par rapport au témoin. 

 Absence de variation de la flore microbienne du point de vue quantitatif: Le 

rapport n/no doit être inférieur à 100. 

2. Contrôle de stérilité  commerciale ou  industrielle 

 

2.1. Introduction 

La stérilité industrielle implique l’absence de microorganismes revivifiables pouvant 

être préjudiciables pour la santé humaine ou pouvant altérer le produit. 

L’application des barèmes choisis en industrie n’implique pas la stérilité absolue du 

produit. On ne peut exclure que des microorganismes résistent sans être cultivables ou 

sans développement dans les conditions de conservation du produit. Il n’y a pas de 

stérilité absolue. On parle de stérilité industrielle ou commerciale. 

2.2. Méthodologie 

Le prélèvement  de 0,1 ml a été réalisé à partir du produit brut : les petits pois sont 

écrasés dans la boîte même, à l’aide d’une pipette stérile après homogénéisation du 

produit. L’ensemencement en stries transversales a été effectué à raison de deux 

boîtes de Pétri pour chaque milieu utilisé : gélose nutritive ordinaire à 0,2 % d’amidon 

(Peptone 10g/l ; Extrait de viande 5g/l ; Chlorure de sodium 5g/l ; Gélose 15g/l ; 

Amidon 2g/l) et gélose caso-Agar à 0,2 % d’amidon  (Peptone de caséine 15g/l ; 

Peptone de farine de soja 3g/l ; Chlorure de sodium 5g/l ; Gélose 15g/l ; Amidon 2g/l). 

2.3. Conclusion d’analyses  

Une conserve végétale est déclarée propre à la consommation humaine lorsqu'elle: 

 ne présente aucun défaut au niveau de l'emballage; 

 ne présente pas de modifications des caractères organoleptiques ou 

d'anomalies microscopiques; 

 satisfait au test de la stabilité biologique; 

 satisfait au test de la stérilité industrielle; 

 ne renferme pas de toxines dangereuses pour la santé humaine. 
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Dans le cas où une conserve végétale ne satisfait pas à l'un des critères fixés ci-dessus 

elle sera considérée comme impropre à la consommation humaine. 

3. Résultats 

 

3.1. Contrôle de stabilité 

Un aspect farineux a caractérisé le contenu des boîtes de conserve de petits pois 

analysées. L’exposition de ces dernières, à 30°C pendant 21 jours et à 55°C pendant 7 

jours n’a entraîné aucune modification visible du contenant et du contenu. 

L’emballage n’a subi aucune déformation, les caractéristiques organoleptiques et le pH 

ont été préservés. Les résultats obtenus pour le pH sont en moyenne de 6.50 pour les 

boîtes témoins, de 6.28 et de 6.20 respectivement pour les boîtes incubées à 30°C et à 

55°C. Les différences moyennes de pH entre les boîtes de conserve incubées à 30°C et 

55°C par rapport aux témoins sont respectivement égales à 0.22 et 0.30 donc 

inférieures à 0.5 unité.  

Après coloration de Gram, nous avons observé une population bactérienne aussi 

abondante que variée, constituée de formes bacillaires plus ou moins longues, à l’état 

isolé ou regroupées en chaînettes Gram+ et de quelques spores. Seule, la présence de 

cette flore largement supérieure à 30 bactéries sur 20 champs microscopiques et un 

rapport n/n0  supérieur à 100, met en doute la stabilité donc «la stérilité 

commerciale» des conserves de petits pois étudiées. 

3.2. Contrôle de stérilité 

Dans la totalité des boîtes de conserve de petits pois incubées à 30°C, il ya eu un 

développement très important de cultures sur les deux milieux utilisés, à savoir, la 

gélose nutritive et la gélose caso-agar additionnées d’amidon. Il n’y a eu aucune 

pousse dans les conserves incubées à 55°C. 

Les résultats du contrôle de stabilité nous ont orientés vers la recherche d’une 

microflore aérobie mésophile sporulée. 

4. Discussion 

Pour toutes les boîtes de conserves analysées (témoins et incubées), la présence 

d’amidon révélée par un aspect farineux, prouve que les petits pois n’ont pas été mis 
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en boîtes juste après la récolte. Les petits pois frais entament le processus de 

conversion des sucres en amidon dès le moment où ils sont cueillis (Bédard, 2006). 

L’exposition des boîtes de conserves de petits pois, à 30°C pendant 21 jours et à 55°C 

pendant 7 jours n’a entraîné aucune modification visible du contenant et du contenu. 

L’emballage n’a subi aucune déformation, les caractéristiques organoleptiques et le pH 

ont été préservés. Les résultats obtenus pour le pH sont en moyenne de 6.50 pour les 

boîtes témoins, de 6.28 et de 6.20 respectivement pour les boîtes incubées à 30°C et à 

55°C. Les différences moyennes de pH entre les boîtes de conserve incubées à 30°C et 

55°C par rapport aux témoins sont respectivement égales à 0.22 et 0.30 donc 

inférieures à 0.5 unité. 

Ces valeurs prouvent qu’il n’y a pas eu d’acidification c'est-à-dire pas de « flat-sour». 

Ceci nous a permis d’écarter les microorganismes responsables de ce type d’altération 

qui est dû principalement aux bactéries anaérobies facultatives thermophiles dont 

Geobacillus stearothermophilus (De Vos et al., 2009) et B. coagulans. Ce dernier est un 

thermophile facultatif qui ne se manifeste que dans les conserves à pH acide inférieur 

à 4.5. Les bactéries sporulées thermophiles sont reconnues comme étant la cause 

principale des altérations des conserves alimentaires (Prévost et al., 2010). 

De même, aucun fuitage n’est apparu ; le papier buvard sur lequel ont été déposées 

ces boîtes de conserve au cours de l’incubation, est resté sans tache. Aucun bombage 

n’a été détecté ; on observe également l’absence de couleur, d’odeurs putride, 

butyrique et de production d’H2S. Dans les conserves des légumes à pH supérieur à 

4.5, comme les petits  pois, le bombage (H2, CO2) avec production H2S et d’odeurs 

putrides ainsi que le bombage sans production d’H2S suivi d’odeurs butyriques sont 

l’œuvre de bactéries anaérobies sporulées comme les Clostridium mésophiles et 

thermophiles très gazogènes (Chen et al., 2005; Guiraud, 2003; Liu et Shen, 2004). Ce 

résultat révèle ainsi l’inexistence de contamination de ces boîtes par ce type de 

bactéries.  

Le défaut de stérilisation, que la boîte soit bombée ou non, est caractérisée par une 

flore microbienne composée uniquement d’espèces thermorésistantes. Dans notre 

étude, les espèces de Bacillus présentes ne sont pas gazogènes ou n’ont pas rencontré 

des conditions favorables à la production d’une quantité de gaz suffisante, il n’y a pas 

eu de bombage. 

Après coloration de Gram, nous avons observé une population bactérienne aussi 

abondante que variée, constituée de formes bacillaires plus ou moins longues, à l’état 

isolé ou regroupées en chaînettes Gram+ et de quelques spores. Seule, la présence de 
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cette flore largement supérieure à 30 bactéries sur 20 champs microscopiques 

(Guiraud et Rosec, 2004) ainsi qu’un facteur R dépassant grandement 100 germes met 

en doute la stabilité biologique et « la stérilité commerciale » des conserves de petits 

pois étudiées. 

L’apparition de cultures abondante sur gélose nutritive et caso-agar certifie que les 

conserves à l’étude ne répondent pas à l’un des critères microbiologiques d’usage 

quant à la stérilité industrielle ou commerciale. Ce critère préconise l’absence de 

microorganismes revivifiables pouvant être préjudiciables pour la santé humaine ou 

pouvant altérer le produit.  
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CHAPITRE 
 

ANALYSE MICROBIOLOGIQUE CLASSIQUE 
 

1. Introduction  
  

Les techniques traditionnelles de la microbiologie reposent sur la mise en culture d’un 

inoculum dans un milieu spécifique. La composition du milieu, la température 

d’incubation et la nature de l’atmosphère dans laquelle est incubé le milieu 

permettent de créer une pression de sélection et de cultiver sélectivement une 

population bactérienne. 

La flore microbienne des produits bruts est variable. Les traitements de préparation et 

le traitement thermique de conservation, diffèrent selon le type de conserve en 

fonction de la nature du produit, vont la modifier. Ces traitements entraînent la 

sélection de germes plus ou moins thermorésistants. 

2. Préparation de la suspension et mise en culture 

Une suspension a été préparée à partir d’un échantillon de 25 g de produit prélevé 

selon la norme AFNOR NF V08 – 403 dans les deux phases et broyé en présence de 100 

ml de tryptone-sel (Guiraud, 2003). 

L’ensemencement en stries transversales a été effectué en surface d’une gélose 

nutritive et gélose caso-agar supplémentée de 0,2% d’amidon (lever la dormance), à 

raison de deux boîtes de Pétri pour chaque milieu de culture. Les boîtes ont été 

incubées couvercle vers le bas à 30°C pendant 72h avec des lectures toutes les 24h. 

3. Repiquage et conservation des souches 

Toutes les souches obtenues ont été repiquées sur gélose nutritive inclinée et 

conservées à +4°C pour les examens qui vont suivre. 
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4. Orientation préliminaire en faveur de l’identification 
du genre des cultures obtenues 

 

4.1. Etude des caractères culturaux et mobilité 

L’aspect des colonies a été analysé et a permis de déterminer la morphologie (taille, 

forme, contour, relief…). La mobilité a été appréciée en utilisant la gélose mobilité 

(Trypticase 10g/l ; Extrait de levure 2,5g/l ; Dextrose 5g/l ; Na2HPO4 2,5g/l ; Gélose 

3g/l) (USFDA, 2005).  

4.2. Etude microscopique 

L’analyse microscopique après coloration de Gram nous a permis de déterminer la 

morphologie des bactéries, leur mode de regroupement, le type de Gram ainsi que la 

présence ou l’absence de spores. 

4.3. Recherche des enzymes respiratoires et du type respiratoire 

 

4.3.1. Recherche de la catalase 

Ce test, standardisé pour les identifications bactériologiques (Prescott et al., 2007), a 

été réalisé sur des colonies pures, bien isolées et à plusieurs reprises. 

Cette enzyme ferro-protéique, présente chez de nombreuses bactéries, est capable de 

catalyser l’hydrolyse de l’eau oxygénée en libérant l’oxygène. La mise en évidence 

d’une bactérie « catalase positive » se manifeste par un dégagement important 

d’oxygène.  

4.3.2. Recherche de l’oxydase 

Comme pour la recherche de la catalase, ce test est standardisé pour les identifications 

bactériologiques (Prescott et al., 2007). 

Il s’agit d’une réaction colorée, qualitative, pour la mise en évidence de la phénylène 

diamine oxydase des bactéries, à partir de leur culture en milieu gélosé. Cette enzyme 

est capable d’oxyder le réactif : N diméthyl paraphénylène diamine. Cette oxydation se 

manifeste par l’apparition d’une coloration mauve.  
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4.3.3. Type respiratoire   

On utilise la gélose Viande-Foie (VF) (Extrait de viande 10g/l ; Peptone 20g/l ; Extrait de 

levure 10g/l ; Glucose 5g/l ; Gélose 15g/l) profonde en tube que l’on incube à 30°C 

pendant 24 heures.  

4.4. Mise en évidence de la sporulation 

L’aptitude à la sporulation a été révélée par le test de thermorésistante. Une culture 

âgée (3 à 10 jours) sur bouillon nutritif (Peptone 10g/l ; Extrait de viande 5g/l ; 

Chlorure de sodium 5g/l) additionné de 0,004% de sulfate de Manganèse a subi 10 mn 

de chauffage au bain Marie à 80°C. Le sulfate de Manganèse est un agent favorisant la 

sporulation. Le tube de bouillon nutritif est ensuite repiqué sur un autre bouillon 

nutritif et incubé à 30°C pendant 2 à 5 jours. S’il y a développement microbien, il y 

présomption de la sporulation. Il faut toujours confirmer cette présomption par un 

examen microscopique. 

5. Orientation biochimique en faveur de l’identification 
de l’espèce des cultures isolées 

 

5.1. Introduction 

L’identification des Bacillus est encore considérée comme délicate malgré les clefs 

d’identification et les tableaux de résultats qui sont depuis assez longtemps à la 

disposition des bactériologistes. 

De plus en plus, l’importance des Bacillus est reconnue et leur incidence sur les 

productions agricoles et industrielles ou leurs interférences sur le plan médical rendent 

leur identification complète très souhaitable. 

Le genre Bacillus est très étendu, il est donc nécessaire d’utiliser un nombre important 

de tests pour réussir à les classer. Divers travaux ont monté l’intérêt et la fiabilité du 

système API 20E et API 50CHB pour l’identification rapide de la plupart des espèces du 

genre Bacillus.  

Le système API BioMérieux est une version miniaturisée, standardisée et automatisée 

des techniques biochimiques conventionnelles pour l’identification des bactéries. Le 

système se présente sous forme de galeries d’identification, avec une série de tubes-

cupules prête à l’emploi et contenant des substrats lyophilisés nécessaires aux 

différents tests biochimiques. 
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L’exploitation des résultats se fait suivant une méthode probabiliste numérisée. 

Le principe de base est de réaliser un calcul de probabilités à partir : 

 d'une base de données, c'est-à-dire essentiellement des tableaux de 

pourcentage de positivité de caractères pour les différents taxons (les tableaux 

"API") 

 du profil obtenu au laboratoire  

Ce calcul consiste à :  

 Calculer la probabilité de chaque taxon : c'est le produit des probabilités 

élémentaires, c'est-à-dire  la probabilité pour un taxon déterminé de 

l'obtention du caractère du profil pour ce taxon. Cette probabilité élémentaire 

est simplement le pourcentage quand le caractère est positif et 100 moins le % 

si le caractère est négatif. 

 Déterminer le bon taxon qui est celui dont la probabilité est la plus forte. 

5.2. Biotypage par microgalerie API 20E  

La galerie API 20E associe 20 tests enzymatiques et de fermentation des sucres, 

permet l’identification des bacilles Gram négatifs oxydase négative de type 

entérobactéries (Holmes et al., 1978) et de bacilles Gram positifs du genre Bacillus. 

Les galeries ont été inoculées, suivant les recommandations du fabriquant et incubées 

à une température de 30°C pendant 24 à 48 heures. 

Pour l’exploitation des résultats, nous avons eu recours à la matrice d’identification 

des Bacillus établi par Michel Cavalla en 2003, en utilisant le tableur Excel. 

La base de données est fournie sous la forme d’un tableau (Annexe 1) donnant, pour 

chaque taxon et pour chaque caractère, sa probabilité d’être positif (Joffin et Leyral, 

2006). 

5.3. Recherche d’enzymes complémentaires 

D’autres tests complémentaires tels que la mise en évidence de la caséinase, la 

lécithinase et l’amylase ont été réalisés respectivement sur gélose au lait, gélose au 

jaune d’œuf et gélose à l’amidon (Delarras, 2014). 
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5.3.1. Hydrolyse de la caséine  

Elle est mise en évidence sur une gélose au lait : gélose blanche à 2.5 à 3% d’agar en 

solution dans l’eau dans laquelle on ajoute la même quantité de lait stérile. 

L’ensemencement se fait par touches ou par stries centrales. 

L’hydrolyse de la caséine se traduit par un halo clair autour de la culture. 

5.3.2. Hydrolyse de la lécithine  

Elle est étudiée de façon classique par ensemencements par touches ou par stries 

centrales d’une gélose nutritive additionnée  de jaune d’œuf stérile à 10% en eau 

physiologique et incubée à 30°C pendant 24 heures.  

L’éclaircissement du jaune d’œuf autour des colonies et un précipité en halo traduisent 

la dégradation de la lécithine.   

5.3.3. Hydrolyse de l’amidon  

Mise en évidence sur gélose nutritive ordinaire contenant 10g/l d’amidon soluble, 

coulée en boîte de Pétri et ensemencée par touches ou par stries centrales.  

Après incubation à 30°C pendant 24 heures, la culture est recouverte de lugol. 

L’absence des colorations noires autour des colonies traduit l’hydrolyse de l’amidon. 

5.4. Etude biochimique par microgalerie API 50CHB 

Le milieu API 50CHB Medium est destiné à l’identification des Bacillus. Ce milieu est 

prêt à l’emploi et permet l’étude de la fermentation des 49 sucres de la galerie API 

50CHB. 

Les trois profils biochimiques de Bacillus cereus identifiés par API 20E ont été inoculés 

sur galeries API 50CHB suivant les recommandations du fabriquant et incubés à une 

température de 30°C pendant 24 à 48 heures. 

La lecture des galeries a été effectuée par utilisation des feuilles de calcul pour 

l'identification microbienne réalisées par Jean Noël JOFFIN en 2009 qui permettent 

l’identification des souches suivant une base de données (Annexe 2). Les résultats 

reposent sur le principe de l’identité numérique. 

Les noms d’espèces obtenus sont accompagnés d’un pourcentage d’identification et 

d’un indice de typicité, qui compare le profil réel et le profil idéal de la souche, lui-

même déduit des pourcentages de positivité. Les résultats sont ensuite analysés par le 

logiciel qui conclut à une identification excellente, très bonne, acceptable, de faible 

discrimination, non fiable ou présomptive, inacceptable ou douteuse.  
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6. Résultats 

 

6.1. Mise en culture et orientation en faveur du genre 

Après incubation à 30°C pendant 72 heures avec une lecture toutes les 24h, certaines 

colonies obtenues sur gélose nutritive et caso-agar, sont généralement assez grosses, 

mates ou granuleuses, à contours le plus souvent irréguliers (Figure 3.1) ou 

filamenteux. D’autres sont rhizoïdes et adhérentes à la gélose. Toutes ces cultures sont 

très mobiles. 

 

Figure 3.1. Culture à contours irréguliers sur gélose caso-agar. 

Une catalase positive  pour toutes les souches isolées et une oxydase variable ont été 

observées. Après sélection thermique (test de thermo-résistance), la présomption de 

la sporulation a été mise en évidence par la formation, de voile blanchâtre dans le 

bouillon nutritif après 24 h d’incubation (Figure 3.2). 

 

Figure 3.2. Résultat du test de présomption de la sporulation sur bouillon nutritif. 



54 

L’observation microscopique à partir de ces tubes, nous a révélé des bâtonnets Gram+ 

isolés ou en chaînettes et la présence de spores (Figure 3.3). La présomption de 

l’aptitude à la sporulation a été confirmée par l’observation de bacilles Gram+ 

sporulés. 

 

Figure 3.3. Observation microscopique montrant des bacilles sporulés  

après coloration de Gram 

6.2. Orientation biochimique en faveur de l’espèce des cultures isolées 

 

6.2.1. Biotypage par microgalerie API 20E 

Les résultats des caractères biochimiques que nous avons obtenus sur galeries API 20E 

rajoutés à ceux du type respiratoire, de la mobilité et de la lécithinase nous ont permis 

de différencier huit profils biochimiques reportés dans le Tableau 3.1. 

D'après le Tableau 3.1, toutes les souches isolées ont donné un résultat négatif pour 

les tests  lysine décarboxylase (LDC), ornithine décarboxylase (ODC), H2S, urée, 

tryptophane désaminase (TDA) et arabinose.  

La diversité des profils obtenus ne montre pas une discrimination fiable entre les trois 

biotypes du groupe Bacillus cereus. Le biotype S1 est le seul à avoir une réaction VP 

négative (VP -), une réaction positive pour le mannitol (MAN+), le rhamnose (RHA+) et 

le saccharose (SAC+).  

Le biotype S2 est le seul à avoir une réaction positive pour l’amydaline (AMY+). 

Le biotype S3 est le seul à avoir une réaction négative pour le sorbitol (SOR-)  
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Tableau 3.1. Profils biochimiques des souches isolées après 48h d’incubation à 30°C. 

Souches S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 

ANAEROBIOSE − − − − − − − − 

ONPG − − − + + − + + 
ADH + + − − + + + − 

LDC − − − − − − − − 

ODC − − − − − − − − 

CITRATE + − − − + − + + 
H2S − − − − − − − − 

URE − − − − − − − − 

TDA − − − − − − − − 

INDOLE − − − − − − + − 
VP − + + + + + + − 

GELATINASE + + + − + − + + 

GLUCOSE + + + + + − − + 

MANNITOL + − − − + − − + 
INOSITOL + + + − − − − − 

SORBITOL + + − − − − − − 

RHAMNOSE + − − − − − − + 

SACCHAROSE + − − − + − − − 
MELIBIOSE − − − − − − − + 

AMYGDALINE − + − − + − − − 

ARABINOSE − − − − − − − − 

OXYDASE + + + − − − + + 
NITRITES − + − − + − + + 

MOBILITE + + + + + + + − 

LECITHINASE + + + − − − − − 
 

+ : la couleur du milieu a complètement changé 
− : la couleur du milieu n’a pas changé 
 

Rappelons que l’identification des souches isolées a été effectuée en utilisant une 

méthode probabiliste numérisée. La base de données est fournie sous la forme d'un 

tableau (Annexe 1) donnant, pour chaque taxon et pour chaque caractère, sa 

probabilité d'être positif (Joffin et Leyral, 2006)  nous avons eu recours à la matrice 

d’identification des Bacillus selon la galerie API 20E établie par Michel Cavalla en 2003, 

en utilisant le tableur Excel ( http://mcavalla.free.fr/) . 

Les résultats de l'identification de nos souches en utilisant des feuilles de calcul sont 

reportés dans les tableaux 3.2, 3.3 et 3.4. 

Lors de l’identification d’une souche donnée, Cavalla propose de calculer, pour chaque 

taxon, un pourcentage absolu (noté Pabs dans les tableaux précités). De plus, il fournit 

la possibilité de calculer un pourcentage relatif (noté Prel dans les tableaux précités). 

http://mcavalla.free.fr/
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Cette valeur est égale au rapport entre 100 × Pabs et la somme des pourcentages 

absolus correspondant à la souche considérée (notée somme Pabs). 

Les pourcentages relatifs d’identification obtenus pour chaque profil sont représentés 

par les Figures 3.4 et 3.5. 

Le résultat de l’identification d’une souche est représenté par le taxon correspondant 

au pourcentage relatif (Prel) maximal dans la colonne Prel de la souche considérée. 

Cette valeur maximale est interprétée comme étant un pourcentage d’identification. 

Notons que, dans les résultats des calculs que nous avons accomplis et qui sont 

reportés dans les Tableaux 3.2, 3.3 et 3.4, nous utilisons la notation scientifique 

exponentielle. Par exemple, 6,4E-22 correspond à la valeur de probabilité 6,4 × 10-22. 

Tableau 3.2. Résultats d’identification biochimique des souches isolées 

(Souches S1 à S3) 

Souches S1 S2 S3 

 Pabs Prel Pabs Prel Pabs Prel 

B. alvei 0 0,0 0 0,0 0 0,0 

B. amyloliquefaciens 6,4E-22 0,0 1,49E-23 0,0 2,11E-16 0,0 

B. anthracis 4,27E-28 0,0 3,85E-27 0,0 3,81E-17 0,0 

B. brevis 1,48E-22 0,0 3,81E-22 0,0 7,95E-20 0,0 

B. carotarum 3,53E-19 0,0 3,,53E-19 0,0 3,46E-15 0,4 

B. cereus 2,04E-17 97,8 4,5E-13 100,0 8,73E-13 92,5 

B. cereus (émétique) 5,57E-20 0,0 5,01E-19 0,0 2,7E-16 0,0 

B. circulans 6,05E-21 0,0 2,44E-22 0,0 1,33E-21 0,0 

B. coagulans 1,91E-28 0,0 1,74E-25 0,0 1,93E-22 0,0 

B. firmus 3,77E-20 0,0 3,46E-23 0,0 4,96E-17 0,0 

B. laterosporus (2) 3,4E-29 0,0 1,01E-26 0,0 1,09E-17 0,0 

B. lentus 3,49E-21 0,0 9,16E-25 0,0 4,88E-20 0,0 

B. licheniformis 2,87E-23 0,0 7,71E-23 0,0 6,51E-27 0,0 

B. macerans 4,55E-23 0,0 9,65E-24 0,0 3,08E-26 0,0 

B. megaterium (2) 6,34E-23 0,0 5,82E-26 0,0 6,4E-21 0,0 

B. mycoides 1,39E-22 0,0 1,03E-21 0,0 7,96E-18 0,0 

B. pantothenticus 8,1E-23 0,0 2,98E-25 0,0 3,3E-22 0,0 

B. pasteurii 4,47E-28 0,0 3,95E-23 0,0 4,29E-20 0,0 

B. polymyxa 4,47E-32 0,0 7,06E-30 0,0 7,84E-27 0,0 

B. pumilus 1,04E-25 0,0 2,93E-26 0,0 7,73E-24 0,0 

B. sphaericus 7,84E-28 0,1 2,71E-23 0,0 2,97E-18 0,0 

B. stearothermophilus 1 4,66E-23 0,0 5,63E-19 0,0 6,19E-14 6,6 

B. stearothermophilus 2 3,66E-24 0,0 4,46E-22 0,0 4,85E-15 0,5 

B. stearothermophilus 3 2,92E-29 0,0 3,5E-23 0,0 3,84E-18 0,0 

B. subtilis 4,72E-22 0,0 1,02E-24 0,0 2,12E-22 0,0 

B. thiaminolyticus 1,15E-34 0,0 1,06E-37 0,0 1,15E-34 0,0 

B. thuringiensis (1) 2,09E-22 0,0 1,87E-19 0,0 2,07E-20 0,0 

Somme Pabs 2,09E-17  4,5E-13  9,44E-13  

Résultat d’identification 
97,8 %  

B. cereus 
100 % 

B. cereus 
92,5 %  

B. cereus 
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Tableau 3.3. Résultats d’identification biochimique des souches isolées 

 (Souches S4 à S6) 

Souches S4 S5 S6 

 Pabs Prel Pabs Prel Pabs Prel 

B. alvei 0 0,0 0 0,0 0 0,0 

B. amyloliquefaciens 6,43E-17 0,0 1,72E-17 0,0 1,15E-3 0,0 

B. anthracis 4,27E-24 0,0 4,32E-38 0,0 4,23E-22 0,0 

B. brevis 2,6E-12 44,1 2,96E-18 0,0 4,06E-11 44,1 

B. carotarum 3,53E-15 0,0 3,54E-15 0,4 3,53E-15 0,0 

B. cereus 2,74E-18 16,7 5,64E-18 99,9 1,53E-11 16,7 

B. cereus (émétique) 5,29E-22 0,0 9,73E-23 0,0 1,07E-17 0,0 

B. circulans 2,79E-16 0,0 2,16E-13 25,70 1,44E-20 0,0 

B. coagulans 1,93E-18 0,0 1,72E-23 0,0 1,95E-24 0,0 

B. firmus 1,32E-13 0,0 8,93E-14 10,7 3,77E-1 0,0 

B. laterosporus (2) 3,63E-18 0,0 9,92E-23 0,0 3,67E-20 0,0 

B. lentus 2,41E-12 6,4 6,73E-15 0,0 1,02E-17 0,0 

B. licheniformis 9,82E-26 0,0 3,86E-19 0,0 1,33E-28 0,0 

B. macerans 5,47E-22 0,0 7,28E-18 0,0 1,96E-26 0,0 

B. megaterium (2) 9,42E-19 0,0 2,76E-15 0,3 1,95E-25 0,0 

B. mycoides 6E-14 0,2 1,04E-16 0,0 1E-11 10,9 

B. pantothenticus 4,44E-20 0,0 1E-23 0,0 1,33E-23 0,0 

B. pasteurii 4,29E-16 0,0 4,07E-25 0,0 4,25E-14 0,0 

B. polymyxa 3,17E-21 0,0 3,06E-22 0,0 3,23E-29 0,0 

B. pumilus 2,29E-17 0,0 5,19E-13 61,9 9,75E-23 0,0 

B. sphaericus 2,65E-11 69,7 3,69E-20 0,0 2,59E-11 28,2 

B. stearothermophilus 1 6,25E-12 16,5 5,58E-17 0,0 6,25E-16 0,0 

B. stearothermophilus 2 5E-17 0,0 4,47E-22 0,0 5E-21 0,0 

B. stearothermophilus 3 3,84E-14 0,1 3,5E-23 0,0 3,77E-14 0,0 

B. subtilis 2,63E-22 0,0 9,79E-16 0,1 7,36E-27 0,0 

B. thiaminolyticus 1,14E-28 0,0 1,02E-25 0,0 1,15E-30 0,0 

B. thuringiensis (1) 2,35E-25 0,0 2,09E-22 0,0 2,28E-19 0,0 

Somme Pabs 3,8E-11  8,38E-13  9,2E-11  

Résultat d’identification 
69,7 %  

B. sphaericus  
61,9 %  

B. pumilus 
44,1 %   

B. brevis 
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Tableau 3.4. Résultats d’identification biochimique des souches isolées 

 (Souches S7 à S8) 

Souches S7 S8 

 Pabs Prel Pabs Prel 

B. alvei 0 0,0 0 0,0 

B. amyloliquefaciens 3,3E-18 0,0 3,24E-06 7,8 

B. anthracis 4,1E-28 0,0 4,69E-27 0,0 

B. brevis 3,81E-12 0,0 8,36E-11 0,0 

B. carotarum 3,46E-11 0,3 3,5E-09 0,0 

B. cereus 2,91E-11 0,3 3,96E-21 0,0 

B. cereus (émétique) 5,29E-14 0,0 3E-21 0,0 

B. circulans 1,8E-18 0,0 1,05E-05 25,4 

B. coagulans 1,7E-21 0,0 1,7E-13 0,0 

B. firmus 2,17E-11 0,2 1,19E-08 0,0 

B. laterosporus (2) 2,95E-20 0,0 3,01E-16 0,0 

B. lentus 2,86E-17 0,0 7,54E-09 0,0 

B. licheniformis 1,05E-21 0,1 1,94E-15 0,0 

B. macerans 1,12E-21 1,3 1,15E-11 0,0 

B. megaterium (2) 6,98E-20 0,0 2,73E-05 66,2 

B. mycoides 9,95E-09 99,1 8,14E-13 0,0 

B. pantothenticus 2,48E-26 0,0 2,43E-10 0,0 

B. pasteurii 3,95E-19 0,0 3,99E-17 0,0 

B. polymyxa 7,5E-22 0,0 3,91E-13 0,0 

B. pumilus 1,75E-15 0,0 2,16E-07 0,5 

B. sphaericus 3E-15 0,0 7,06E-15 0,0 

B. stearothermophilus 1 7,6E-18 0,0 4,2E-10 0,0 

B. stearothermophilus 2 6,15E-25 0,0 3,29E-11 0,0 

B. stearothermophilus 3 4,+8E-20 0,0 2,63E-16 0,0 

B. subtilis 1,56E-18 0,0 1,52E-08 0,0 

B. thiaminolyticus 1,01E-23 0,0 9,87E-16 0,0 

B. thuringiensis (1) 1,99E-12 0,0 2,11E-20 0,0 

Somme Pabs 1E-08  4,13E-05  

Résultat d’identification 
91,1 %  

B. mycoides 
66,2 %  

B. megatherium 
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Figure 3.4. Pourcentages relatifs d’identification des souches S1, S2, S3, S4 

 

 

Figure 3.5. Pourcentages relatifs d’identification des souches S5, S6, S7, S8 

 

Les résultats de l’identification des souches isolées, représentés par les taxons 

correspondants aux pourcentages relatifs maximaux nous ont permis de valider six 

espèces avec des taux d’identification généralement satisfaisants comme le montre le 

Tableau 3.5.  
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Tableau 3.5. Résultats récapitulatifs d’identification biochimique des souches  isolées 
 

Nom de la souche Espèce identifiée Pourcentage d’identification 

S1 B. cereus 97.8 

S2 B. cereus 100 

S3 B. cereus 92.5 

S4 B. sphaericus 69.7 

S5 B. pumilus 61.9 

S6 Brevibacillus brevis 44.1 

S7 B. mycoides 91.1 

S8 B. megatherium (2) 66.2 

 

Les pourcentages relatifs maximaux sont en faveur des trois profils du groupe Bacillus 

cereus à savoir, S1 (97,8%), S2 (100%), S3 (92,5%) et du biotype S7 (91,1%) 

correspondant à Bacillus mycoides.  

Parmi les espèces identifiées par méthode biochimique figure principalement le 

groupe B. cereus (42.50%); B. megaterium (30.40%); B. mycoides (10.73%); B. 

sphaericus (7.24%); B. pumilus (4.60%) et Brevibacillus brevis (4.53%). 

La fréquence d’apparition des différentes espèces est représentée par la Figure 3.6 : 

 

Figure 3.6. Fréquence d’apparition des différentes espèces identifiées  
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6.2.2. Recherche de caséinase, d’amylase et de lécithinase 

Les résultats des tests biochimiques complémentaires tels que la caséinase et 

l’amylase n’ont fait qu’appuyer l’identification des espèces isolées (Guiraud, 2003). 

Une lécithinase très active a caractérisé B. cereus (Figure 3.7). 

 

Figure 3.7. Résultat du test de la lécithinase. 

La caséine a été hydrolysée par toutes les souches (Figure 3.8), montrant ainsi une 

caséinase positive pour toutes les souches.  

 

Figure 3.8. Résultat du test de la caséinase 
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L’amidon a été aussi dégradé par toutes les souches, à l’exception de B. sphaericus, 

Brevibacillus brevis et B. pumilus (Figure 3.9) 

 
Figure 3.9. Résultat du test de l’amylase. 

6.2.3. Biotypage par microgalerie API 50CHB 

Les résultats du métabolisme des carbohydrates ont révélé l’existence de Bacillus 

cereus sous trois biotypes différents (Tableau 3.5). Nous les avons classés et renommés 

(AL1, AL2, AL3) par ordre décroissant de leurs pourcentages d’identification selon le 

biotypage par microgalerie API 20E (voir Tableau 3.6). 

Tableau 3.6. Correspondance nominative des souches caractérisées par biotypage 

Nom de souche 

(API 20E) 

Pourcentage d’identification par 

microgalerie API 20E 

Nom de souche 

(API 50CHB) 

S2 100 AL1 

S1 97.8 AL2 

S3 92.5 AL3 

 

Les résultats des caractères biochimiques que nous avons obtenus pour AL1, AL2 et 

AL3, sur galeries API 50 CHB sont reportés dans le Tableau 3.7 qui montre que 

plusieurs substrats n’ont été fermentés par aucun des trois biotypes identifiés, à 

savoir : érythrol, arabinose, xylose, adonytol, β-méthyl-D xyloside, D mannose, 

sorbose, rhamnose, dulcitol, inositol, mannitol, sorbitol, méthyl-D mannoside, méthyl-

D glucoside, mélibiose, inuline, mélézitose, raffinose, xylitol, lyxose, tagatose, fucose, 

arabitol, 2 kéto-gluconate et 5 kéto-gluconate. 
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Cependant, les trois profils diffèrent les uns des autres par leur capacité à métaboliser 

certains substrats. Par exemple, la souche AL1 est la seule à fermenter le Turanose 

(TUR+) et le gluconate (GNT+). 

La souche AL2 ne fermente pas le N acétyl glucosamine (NAG−) et le saccharose 

(SAC−), mais est positive pour amidon (AMD+) et gentiobiose (GEN+). 

La souche AL3 ne fermente pas le celiobiose (CEL−) et le galactose (GAL−). 

Tableau 3.7. Profils biochimiques des souches pour identification par API 50CHB 

 
SOUCHE 

AL1 
SOUCHE 

AL2 
SOUCHE 

AL3 
 

 
SOUCHE 

AL1 
SOUCHE 

AL2 
SOUCHE 

AL3 

GLY : 1 + + +  SAL : 26 + + + 

ERY : 2 − − −  CEL : 27 + + − 

DARA : 3 − − −  MAL : 28 + + + 

LARA : 4 − − −  LAC :29 − − + 

RIB : 5 + + +  MEL :30 − − − 

DXYL : 6 − − −  SAC : 31 + − + 

LXYL : 7 − − −  TRE : 32 + + + 

ADO : 8 − − −  INU : 33 − − − 

MDX : 9 − − −  MLZ :34 − − − 

GAL : 10 + + −  RAF :35 − − − 

GLU : 11 + + +  AMD :36 − + − 

FRU : 12 + + +  GLYG : 37 + + + 

MNE : 13 − − −  XLT :38 − − − 

SBE : 14 − − −  GEN : 39 − + − 

RHA : 15 − − −  TUR : 40 + − − 

DUL : 16 − − −  LYX : 41 − − − 

INO : 17 − − −  TAG : 42 − − − 

MAN : 18 − − −  DFUC : 43 − − − 

SOR : 19 − − −  LFUC : 44 − − − 

MDM : 20 − − −  DARL : 45 − − − 

MDG : 21 − − −  LARL : 46 − − − 

NAG : 22 + − +  GNT : 47 + − − 

AMY :23 − − +  2KG : 48 − − − 

ARB : 24 + + +  5KG : 49 − − − 

ESC :25 + + +  

 

L’identification des souches AL1, AL2 et AL3 a été effectuée en utilisant une méthode 

probabiliste numérisée. La base de données est fournie sous la forme d'un tableau 

(Annexe 2) donnant, pour chaque taxon et pour chaque caractère, sa probabilité d'être 

positif. Nous avons eu recours à la matrice d’identification des Bacillus selon la galerie 

API 50CHB établie par Jean Noël JOFFIN en 2009 à partir du travail de Michel CAVALLA 

et des observations de Jean CAU, en utilisant le tableur Excel 

(http://www.techmicrobio.eu). 
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Lors de l’identification d’une souche donnée, Joffin propose de déterminer : 

- le taxon le plus probable, 

- un indice de typicité évaluant la concordance entre le taxon trouvé et les caractères 

habituels du taxon, 

- une évaluation, en fonction de cet indice, de la validité de l'identification. 

Les résultats du biotypage par microgalerie API 50CHB sont représentés dans les 

Tableaux 3.8 et 3.9 pour la souche AL1, les Tableaux 3.10 et 3.11 pour la souche AL2 et 

enfin les Tableaux 3.12 et 3.13 pour la souche AL3. 

Lors de l’identification d’une souche donnée, d’une manière similaire à Cavalla (voir la 

section 6.2.1 de ce chapitre), Joffin propose de calculer, pour chaque taxon, un 

pourcentage absolu (noté Pabs dans les tableaux précités). De plus, il fournit la 

possibilité de calculer un pourcentage relatif (noté Prel dans les tableaux précités). 

Cette valeur est égale au rapport entre Pabs et la somme des pourcentages absolus 

correspondant à la souche considérée. 

Le résultat de l’identification d’une souche est représenté par le taxon correspondant 

au pourcentage relatif (Prel) maximal dans la colonne Prel de la souche considérée. 

Cette valeur maximale est interprétée comme étant un pourcentage d’identification. 

Notons que, dans les résultats des calculs que nous avons accomplis et qui sont 

reportés dans les Tableaux 3.8 à 3.13, nous utilisons la notation scientifique 

exponentielle. Par exemple, 2,4E+81 correspond à la valeur de probabilité 2,4 × 10+81. 

Les tableaux 3.9, 3.11 et 3.13 présentent les résultats récapitulatifs des cinq taxons 

ayant les meilleurs pourcentages de l’identification biochimique de chacune des 

souches AL1, AL2 et AL3. 

La souche AL1 a le pourcentage d’identification le plus élevé (96,2%), indice de typicité 

de 42% et zéro incompatibilité. Tous ces caractères correspondent à une excellente 

identification. 

La souche AL1 est suivie par la souche AL2 avec un pourcentage d’identification de 

93,3%, un indice de typicité de 31% et aucune incompatibilité. Tout cela correspond 

aussi à une excellente identification. 

La souche AL3 correspond à une très bonne identification avec un pourcentage de 

68.5%, un indice de typicité de 43% et zéro incompatibilité. 
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Tableau 3.8. Résultats d’identification biochimique de la souche AL1 par API 50CHB 

Taxons Classement Pabs Prel 
P(plus 

typique) 
Typicité Incompatibilité 

Aneurinibacillus aneurinilyticus 18 2,4E+81 0,0% 9,1E+95 -1,43  3 

Bacillus anthracis 2 3,2E+91 2,7% 4,3E+96 0,15  1 

Bacillus cereus 1 1 1,1E+93 96,2% 3,5E+96 0,42  0 

Bacillus cereus 2 4 9,6E+88 0,0% 3,8E+96 -0,27  0 

Bacillus circulans 21 3,0E+79 0,0% 6,2E+94 -1,55  0 

Bacillus coagulans 9 1,4E+87 0,0% 1,5E+94 -0,17  1 

Bacillus firmus 16 5,9E+83 0,0% 5,4E+95 -0,99  1 

Bacillus lentus 8 2,5E+87 0,0% 3,9E+93 -0,03  0 

Bacillus licheniformis 19 7,2E+79 0,0% 2,8E+95 -1,60  0 

Bacillus megaterium 12 9,6E+85 0,0% 1,2E+95 -0,52  0 

Bacillus mycoides 3 1,3E+91 1,1% 5,0E+96 0,07  0 

Bacillus pumilus 14 2,2E+84 0,0% 3,7E+95 -0,87  0 

Bacillus smithii 17 2,0E+82 0,0% 1,1E+96 -1,29  3 

B. subtilis / B.amyloliquefaciens 11 2,3E+86 0,0% 5,3E+94 -0,39  0 

Bacillus non reactive 27 5,5E+72 0,0% 2,7E+97 -3,11  0 

Breibacillus agri 29 1,8E+71 0,0% 1,5E+97 -3,32  11 

Brevibacillus laterosporus 7 4,2E+87 0,0% 1,9E+96 -0,44  2 

Brevibacillus non réactive 23 3,0E+76 0,0% 1,3E+97 -2,44  2 

Geobacillus stearothermophilus 15 1,8E+84 0,0% 2,7E+95 -0,86  1 

Geobacillus thermoglucosidiasus 10 9,7E+86 0,0% 3,2E+94 -0,25  2 

Paenibacillus alvei 6 6,3E+88 0,0% 5,8E+94 0,01  0 

Paenibacillus  amylolyticus 28 2,4E+72 0,0% 5,9E+96 -3,07  10 

Paenibacillus glucanolyticus 24 2,5E+75 0,0% 1,1E+96 -2,44  6 

Paenibacillus lautus 26 1,1E+74 0,0% 1,2E+96 -2,67  7 

Paenibacillus macerans 25 5,9E+74 0,0% 3,2E+95 -2,46  2 

Paenibacillus polymyxa 22 6,9E+77 0,0% 5,6E+96 -2,15  2 

Paenibacillus thiaminolyticus 5 7,6E+88 0,0% 3,3E+95 -0,11  0 

Paenibacillus  validus 20 3,1E+79 0,0% 1,5E+96 -1,78  7 

Virgibacillus pantothenticus 13 1,9E+85 0,0% 6,0E+95 -0,75  1 

 

Tableau 3.9. Résultats récapitulatifs de l’identification biochimique de la souche AL1 

Classement Taxon Probabilité Typicité Incompatibilité 
Test 

sur probabilité 
Test 

sur typicité 

1 Bacillus cereus 1 0,962 0,42 0 Excellente identification Bonne typicité 

2 Bacillus anthracis  0,027 0,15 1 mauvaise indentification mauvaise typicité 

3 Bacillus mycoides  0,011 0,07 0 mauvaise indentification mauvaise typicité 

4 Bacillus cereus 2  0,000 -0,27 0 mauvaise indentification mauvaise typicité 

5 
Paenibacillus 

thiaminolyticus  
0,000 -0,11 0 

mauvaise 

indentification  
mauvaise typicité 
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Tableau 3.10. Résultats d’identification biochimique de la souche AL2 par API 50 CHB 

Taxons Classement Pabs Prel 
P(plus 

typique) 
Typicité Incompatibilité 

Aneurinibacillus aneurinilyticus 15 5,0E+83 0,0% 9,1E+95 -1,04  2 

Bacillus anthracis 6 2,1E+88 0,0% 4,3E+96 -0,39  1 

Bacillus cereus 1 1 2,4E+92 93,3% 3,5E+96 0,31  0 

Bacillus cereus 2 9 2,5E+87 0,0% 3,8E+96 -0,53  1 

Bacillus circulans 20 3,1E+79 0,0% 6,2E+94 -1,55  0 

Bacillus coagulans 13 9,2E+84 0,0% 1,5E+94 -0,53  2 

Bacillus firmus 14 1,3E+84 0,0% 5,4E+95 -0,94  0 

Bacillus lentus 4 5,3E+88 0,0% 3,9E+93 0,19  0 

Bacillus licheniformis 19 3,4E+79 0,0% 2,8E+95 -1,65  0 

Bacillus megaterium 12 1,7E+86 0,0% 1,2E+95 -0,47  0 

Bacillus mycoides 2 1,7E+91 6,6% 5,0E+96 0,09  1 

Bacillus pumilus 17 5,6E+82 0,0% 3,7E+95 -1,14  0 

Bacillus smithii 18 1,3E+81 0,0% 1,1E+96 -1,49  4 

B. subtilis / B.amyloliquefaciens 8 3,2E+87 0,0% 5,3E+94 -0,20  0 

Bacillus non reactive 26 2,7E+74 0,0% 2,7E+97 -2,83  0 

Breibacillus agri 24 1,8E+75 0,0% 1,5E+97 -2,65  9 

Brevibacillus laterosporus 3 1,2E+89 0,0% 1,9E+96 -0,20  1 

Brevibacillus non réactive 21 8,9E+78 0,0% 1,3E+97 -2,03  1 

Geobacillus stearothermophilus 11 1,8E+86 0,0% 2,7E+95 -0,53  0 

Geobacillus 
thermoglucosidiasus 

10 2,4E+87 0,0% 3,2E+94 -0,19  1 

Paenibacillus alvei 5 5,0E+88 0,0% 5,8E+94 -0,01  0 

Paenibacillus  amylolyticus 28 1,8E+73 0,0% 5,9E+96 -2,92  9 

Paenibacillus glucanolyticus 27 6,7E+73 0,0% 1,1E+96 -2,70  8 

Paenibacillus lautus 29 3,1E+72 0,0% 1,2E+96 -2,93  8 

Paenibacillus macerans 25 7,5E+74 0,0% 3,2E+95 -2,44  3 

Paenibacillus polymyxa 23 4,8E+77 0,0% 5,6E+96 -2,18  3 

Paenibacillus thiaminolyticus 7 4,3E+87 0,0% 3,3E+95 -0,31  0 

Paenibacillus  validus 22 4,3E+78 0,0% 1,5E+96 -1,92  7 

Virgibacillus pantothenticus 16 2,3E+83 0,0% 6,0E+95 -1,07  2 
 

Tableau 3.11. Résultats récapitulatifs de l’identification biochimique de la souche AL2 

Classement Taxon Probabilité Typicité Incompatibilité 
Test 

sur probabilité 
Test 

sur typicité 

1 Bacillus cereus 1 0,933 0,31 0 
Excellente 

identification 
Bonne typicité 

2 Bacillus mycoides  0,066 0,09 1 
mauvaise 

indentification 
mauvaise typicité 

3 
Brevibacillus 

laterosporus  
0,000 -0,20 1 

mauvaise 

indentification 
mauvaise typicité 

4 Bacillus lentus  0,000 0,19 0 
mauvaise 

indentification 
mauvaise typicité 

5 Paenibacillus alvei  0,000 -0,01 0 
mauvaise 

indentification 

mauvaise 

typicité  
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Tableau 3.12. Résultats d’identification biochimique de la souche AL3 par API 50 CHB 

Taxons Classement Pabs Prel 
P(plus 

typique) 
Typicité Incompatibilité 

Aneurinibacillus aneurinilyticus 13 2,4E+85 0,0% 9,1E+95 -0,76  1 

Bacillus anthracis 3 8,0E+91 4,3% 4,3E+96 0,21  1 

Bacillus cereus 1 1 1,3E+93 68,5% 3,5E+96 0,43  0 

Bacillus cereus 2 4 6,7E+91 3,6% 3,8E+96 0,21  1 

Bacillus circulans 21 2,5E+78 0,0% 6,2E+94 -1,73  0 

Bacillus coagulans 14 1,8E+85 0,0% 1,5E+94 -0,48  1 

Bacillus firmus 12 6,4E+85 0,0% 5,4E+95 -0,65  0 

Bacillus lentus 6 8,5E+89 0,0% 3,9E+93 0,39  0 

Bacillus licheniformis 20 9,8E+78 0,0% 2,8E+95 -1,74  0 

Bacillus megaterium 10 3,3E+86 0,0% 1,2E+95 -0,43  0 

Bacillus mycoides 2 4,3E+92 23,0% 5,0E+96 0,32  0 

Bacillus pumilus 16 1,3E+84 0,0% 3,7E+95 -0,91  0 

Bacillus smithii 18 8,6E+79 0,0% 1,1E+96 -1,68  5 

B. subtilis / B.amyloliquefaciens 9 4,9E+86 0,0% 5,3E+94 -0,34  0 

Bacillus non reactive 22 5,4E+76 0,0% 2,7E+97 -2,45  0 

Breibacillus agri 24 1,8E+75 0,0% 1,5E+97 -2,65  9 

Brevibacillus laterosporus 5 1,3E+91 0,7% 1,9E+96 0,14  1 

Brevibacillus non réactive 19 5,7E+79 0,0% 1,3E+97 -1,89  0 

Geobacillus stearothermophilus 15 3,0E+84 0,0% 2,7E+95 -0,83  0 

Geobacillus thermoglucosidiasus 11 2,1E+86 0,0% 3,2E+94 -0,36  2 

Paenibacillus alvei 7 7,5E+88 0,0% 5,8E+94 0,02  1 

Paenibacillus  amylolyticus 29 2,4E+72 0,0% 5,9E+96 -3,07  10 

Paenibacillus glucanolyticus 25 9,3E+74 0,0% 1,1E+96 -2,51  6 

Paenibacillus lautus 28 3,1E+72 0,0% 1,2E+96 -2,93  7 

Paenibacillus macerans 27 5,1E+72 0,0% 3,2E+95 -2,80  2 

Paenibacillus polymyxa 23 1,3E+76 0,0% 5,6E+96 -2,44  1 

Paenibacillus thiaminolyticus 8 5,5E+86 0,0% 3,3E+95 -0,46  1 

Paenibacillus  validus 26 6,0E+74 0,0% 1,5E+96 -2,57  9 

Virgibacillus pantothenticus 17 1,2E+84 0,0% 6,0E+95 -0,95  1 

 

Tableau 3.13. Résultats récapitulatifs de l’identification biochimique de la souche AL3 

 

Classement Taxon Probabilité Typicité Incompatibilité 
Test 

sur probabilité 
Test 

sur typicité 

1 Bacillus cereus 1 0,685 0,43 0 
Très bonne 

identification 

Bonne 

typicité 

2 Bacillus mycoides  0,230 0,32 0 
mauvaise 

indentification 

Bonne 

typicité 

3 Bacillus anthracis  0,043 0,21 1 
mauvaise 

indentification 

mauvaise 

typicité 

4 Bacillus cereus 2  0,036 0,21 1 
mauvaise 

indentification 

mauvaise 

typicité 

5 
Brevibacillus 

laterosporus  
0,007 0,14 1 

mauvaise 

indentification  

mauvaise 

typicité 
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7. Discussion 

 

7.1. Orientation des cultures isolées en faveur du genre  

Après incubation à 30°C pendant 72 heures avec une lecture toutes les 24h, certaines 

colonies obtenues sur gélose nutritive et caso-agar, sont généralement assez grosses, 

mates ou granuleuses, à contours le plus souvent irréguliers (Figure 3.1) ou 

filamenteux. D’autres sont rhizoïdes et adhérentes à la gélose 

Sur le plan cultural, les colonies apparues sur gélose nutritive et amidon et caso-agar 

plus amidon, généralement volumineuses, mates à contours le plus souvent irréguliers, 

rappellent l’aspect des Bacillus cités par la littérature (Logan et Turnbull, 2000). 

Sur le plan morphologique, les cellules végétatives obtenues répondent aux critères 

des Bacillus : Tailles, spore centrale à subterminale non déformante et inclusions 

lipidiques parfois (Harmon et al., 1991; Holbrook et Anderson, 1980). 

L’aspect des colonies à 30°C obtenues en culture aérobie à catalase positive et à 

oxydase variable dont les types morphologiques correspondent à des bâtonnets à 

Gram + sporulés nous permettent de déduire la présence de Bacillus mésophiles 

aérobies sporulés (Larpent, 2000), tant redoutés en conserverie (Brossard et al., 2008). 

La mise en culture de cette flore sans précaution particulière, autrement dit sans étape 

de revivification, prouve qu’elle a repris une activité normale après un temps de 

réparation au cours du stockage ou de leur durée de vie commerciale. 

Les Bacillus ont une importante capacité à produire des spores thermorésistantes qui 

les rendent particulièrement adaptés au traitement thermique. Les spores 

bactériennes sont souvent le problème le plus difficile à résoudre pour la conservation. 

La présence de ces bactéries sporulées peut se justifier par le fait qu’au moment de la 

récolte, les petits pois ont été probablement contaminés par des microorganismes 

aptes à la formation d’endospores qui ont pu survivre au traitement thermique de 

conservation. 

La germination des spores a été induite par la nature des conserves à savoir le pH des 

petits pois qui se situe dans la zone optimale de croissance des Bacillus (Couvert, 2002) 

et leur richesse en amidon reconnue comme un agent de germination et de 

détoxification (Guiraud, 2003). 
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Des teneurs élevées en amidon peuvent modifier la thermorésistance de certaines 

espèces, indépendamment de toute action physico-chimique sur le milieu 

(épaississement….) susceptibles d’influencer la pénétration de la chaleur (Cheftel, 

1999). 

La formation d’empois d’amidon aurait diminué la transmission de la chaleur par 

convection et provoqué une défaillance au niveau du traitement thermique (Cheftel, 

1999) justifiant ainsi la présence des Bacillus. La contamination des aliments par ces 

derniers sont associés à diverses sources en amont, en particulier l’environnement 

agricole et l’environnement industriel (Carlin, 2011). Les Bacillus sont notamment 

retrouvés dans le sol (Vilain et al., 2006), leur présence dans cet environnement 

entraîne ensuite la contamination des légumes. 

Les résultats du contrôle de stabilité et de stérilité nous ont orientés vers la recherche 

d’une flore aérobie mésophile sporulée. 

7.2. Identification des cultures isolées en faveur de l’espèce 

Notons que l’espèce B. cereus est apparue sous trois profils différents, ce qui reflète 

bien la diversité au sein d’une même espèce en ce qui concerne les bactéries 

sporulées. Ceci est confirmé par (Guinebretière et al., 2008)  ainsi que (Van der 

Auwera et al., 2007) qui indiquent que B. cereus fait partie d’un ensemble d’espèces 

apparentées regroupées sous le terme Bacillus cereus sensu lato présentant une 

grande diversité phénotypique. 

Les différentes espèces de Bacillus mésophiles isolées et identifiées par API 20E, telles 

que B. cereus, B. megaterium, B. pumilus, B. sphaericus figurent parmi celles qui ont 

été retrouvées dans les aliments par plusieurs auteurs (Bartoszewicz et al., 2008; 

Iurlina et al., 2006; Oomes et al., 2007; Te Giffel, 2001). 

D’après la Figure 3.6, la fréquence d’apparition de B. cereus, reconnue comme bactérie 

à pouvoir pathogène indiscutable (Euzéby, 2010) est de loin la plus élevée (42.5 %), 

relativement à celle des autres espèces du même genre. B.cereus est la quatrième 

cause de TIAC en France avec les salmonelles, les staphylocoques et les clostridiums 

(Albert et al., 2009 ; INVS, 2007 ; Delmas et al., 2006 ; Delmas et al., 2010). Ceci est dû 

au fait que la contamination des produits finis ont souvent pour origine la 

contamination des ingrédients : légumes, céréales, matières premières laitières… 

(Iurlina et al., 2006; Reyes et al., 2007; Te Giffel et al., 1996a). Les souches de B.cereus 

susceptibles de provenir du sol et contaminant les légumes sont particulièrement à 
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risque (htpp://www.avignon.inra.fr). Ces contaminations sont souvent amplifiées par 

les procédés de fabrication utilisés (Ronimus et al., 2003 ; Scott et al., 2007).  

Le sol peut contenir entre 103 et 105 Spores de Bacillus cereus par gramme 

(Guinebretière et al., 2003; Kotiranta et al., 2000 ; Vilain et al., 2006; Stenfors Arnesen 

et al., 2008). C’est pour cela que cette bactérie peut être ensuite retrouvée à toutes les 

étapes de la chaîne de fabrication des conserves et persister dans les conserves mal 

stérilisées. Dans ce cas, il ne produit pas de gaz mais peut modifier leur goût. 

Le passage des matières premières à une température tiède (blanchiment) avant qu’un 

traitement ne survienne peut mener à une augmentation dramatique de la 

thermorésistante des spores de B. cereus (Leguerinel et al., 2007). 

On présume que la combinaison d’une température élevée et d’un bref temps de 

chauffage détruit toutes les spores de B. cereus ; cependant, les travaux de Feijoo et 

al., 1997, ont indiqué que quelques spores de B. cereus peuvent survivre, même aux 

traitements UHT les plus énergiques. 

Les spores de Bacillus cereus sont largement retrouvées dans l’environnement et les 

installations industrielles. Ce spores posent des problèmes au niveau économique en 

détériorant les aliments et au niveau de la santé puisque B. cereus fait partie des 

pathogènes émergents. 

Les spores de Bacillus cereus sont capables de résister au nettoyage classique des 

chaînes de production alimentaire, entrainant une recontamination rapide des 

surfaces (Faille et al., 2010a) 

La contamination supplémentaire pendant le traitement technologique peut se 

produire parce que les spores de Bacillus cereus ayant de fortes capacités d’adhérence, 

pourraient former des biofilms qui persistent sur la surface de l’équipement de 

traitement (Andersson et al., 1995) et entraîner des risques importants pour la santé 

des consommateurs (Daryaei et al., 2013). 

Dans le cas de Bacillus cereus, la capacité des spores d’adhérer fortement aux surfaces 

des équipements dans les entreprises de transformation des aliments est bien établie 

et attribuée à leur hydrophobicité élevée (Faille et al., 2010; Peng et al., 2001; Shaheen 

et al., 2009; Simmonds et al., 2003). 

Les spores de B. cereus hautement hydrophobes, adhèrent facilement aux 

équipements et sont difficiles à éliminer. En plus de l’hydrophobicité, la présence 

d’exosporium et d’appendices contribueraient à la persistance des spores sur les 
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équipements de traitement des denrées alimentaires et également à la formation de 

biofilm (Granum, 2007 ; Ankolekar et Labbé, 2010). 

Dans la littérature, il est établi que les propriétés de surface des bactéries peuvent 

influencer leur adhésion à la surface des matériaux. D’après (Rönner et al., 1990), les 

procédés de nettoyage classique ne permettent d’éliminer que 40% des spores. Cela 

est dû à la capacité des bactéries à adhérer fortement à de nombreuses surfaces y 

compris l’acier inoxydable. 

Parmi les facteurs qui influencent l’attachement microbien aux surfaces inertes, les 

propriétés de surfaces des cellules et des supports inertes sont largement citées dans 

la littérature (Bagge-Ravn et al., 2001; Oliveira et al., 2001; Hilbert et al., 2003; Van 

Houdt et Michiels, 2010). 

Les spores de souches appartenant au groupe B. cereus sont généralement les plus 

adhérentes. 

La rapidité dans le processus d’adhésion des cellules végétatives par rapport aux 

spores peut être expliquée par leur mobilité, sachant le rôle des flagelles dans les 

stades initiaux de l’adhésion de B. cereus  (Houry et al., 2010).  

Les biofilms des industries alimentaires sont à l’origine de problèmes qui affectent la 

qualité hygiénique et sanitaire des produits transformés ainsi que celle des matériaux. 

En effet, les biofilms sont incriminés dans 40% de toxi-infections alimentaires en 

France (Lequette et al., 2010), et sont considérés comme un risque pour la santé parce 

qu’ils constituent un refuge pour les pathogènes (Vlkova et al., 2008). 

Les bactéries du biofilm se détachent, et peuvent se retrouver dans le produit fini et 

affecter ainsi sa qualité hygiénique et sanitaire (Bagge-Ravn et al., 2003; 

Kusumaningrum et al., 2003; Brook et Flint, 2008; Pérez-Rodriguez et al., 2008). Le 

développement de biofilm peut réduire l’efficacité des appareils par diminution de 

transfert de chaleur dans les échangeurs thermique ou provoquer des 

recontaminations (Austin et Bergeron, 1995; Chmielewski et Franck, 2003; Simoes et 

al., 2010). 

Finalement, au phénomène de résistance à la chaleur se sont ajoutés les problèmes 

posés par la capacité d’adhésion de B. cereus à différents matériaux dans les ateliers 

de production et/ou à la formation de biofilms résistants aux procédures de nettoyage 

(Euzéby, 2010). 



72 

La présence de B. megaterium avec une fréquence de 30.40% est inquiétante car cette 

bactérie est capable de produire des toxines thermostables à 30°C avec les mêmes 

caractéristiques physiques que le céréulide (Taylor et al., 2005). 

Les fréquences d’apparition de B. sphaericus (7.24%), de B. pumilus (4.60%) et de 

Brevibacillus brevis (4.53%) ne sont pas négligeables car ces espèces sont considérées 

par certains auteurs comme des bactéries à pouvoir pathogène opportuniste; elles 

peuvent être responsables de toxi-infections alimentaires chez les personnes immuno- 

déficientes (Euzéby, 2010). 

Bacillus pumilus a été responsable de lésions cutanées similaires à celles provoquées 

par B. cereus (Tena et al., 2007). 

Dans la présente étude, les résultats biochimiques révélés lors de l’identification par 

API 50CHB sont comparables à ceux obtenus par (Haque et Russel, 2005; Logan et 

Berkeley, 1984 ; Rangasamy et al., 1993; Te Giffel et al., 1995, 1996 a,b., 1997). 

Rappelons que les trois biotypes correspondants aux groupes Bacillus cereus identifiés 

par API 20E et confirmés par API 50CHB reflètent bien la diversité au sein d’une même 

espèce (Guinebretière et al., 2008; Van der Auwera et al., 2007). 

Les tests biochimiques de la galerie API 20E et de la galerie API 50CHB sont les tests de 

références pour l’identification des bacilles sporogènes aérobies. 

La galerie API 20E et la galerie 50 CHB BioMérieux permettent l’identification des 

caractères biochimiques principaux, mais tous les taxons ne sont pas identifiables 

(Logan et Berkeley, 1984). Celles-ci ne nous permettent pas de faire la distinction entre 

les membres du groupe Bacillus cereus (Carlin et al., 2000; Guinebretière et al., 2001). 

Ces galeries ne donnent que l’appartenance au groupe Bacillus cereus (AFSSA, 2003). 

L’objectif du biotypage étant de fournir une discrimination rapide des souches en vue 

de la sélection de celle qui subira le séquençage de son ADNr 16S. La souche AL1, 

ayant obtenu le pourcentage d’identification et l’indice de typicité les plus élevés, a été 

sélectionnée en vue d’une caractérisation plus rigoureuse.  

Actuellement, les techniques phénotypiques conservent leur importance, mais 

l’identification au sein du groupe B. cereus est difficile et nécessite le plus souvent le 

couplage des techniques phénotypiques et moléculaires. 
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CHAPITRE 
 

IDENTIFICATION MOLECULAIRE : 
 SEQUENÇAGE DE L’ADNR 16S 

 

1. Introduction 

Le développement des techniques de biologie moléculaire a permis une révision 

complète de la phylogénie des organismes vivants. Les nouvelles classifications 

phylogénétiques des bactéries sont donc basées sur des critères de proximité 

génétique et non plus sur des critères phénotypiques. L’ADN ribosomique 16S (ADNr 

16S), qui code l’ARN ribosomique 16S reste la molécule la mieux renseignée dans les 

bases de données de séquences nucléotidiques et la plus employée dans la phylogénie 

bactérienne (Amann et al., 1995; Chun et al., 2007). D’une longueur de 1500 paires de 

bases (pb), elle possède une structure en mosaïque, composée de 9 régions 

hypervariables et de 10 régions conservées. De ces régions conservées peuvent être 

extraites des amorces ou des sondes dites «universelles». Les régions hypervariables 

offrent des possibilités d’amorçages spécifiques d’un taxon donné. La base de données 

Ribosomal Database Project 10 (RDP 10, http://rdp/cme.msu.edu) qui contient plus 

d’un million de séquences alignées d’ADNr 16S a été réalisée à partir de séquences de 

souches bactériennes isolées ou de clones de l’ADNr 16S. 

2. Principe 

La première étape consiste à extraire de l’ADN bactérien à partir d’une culture isolée 

sur un milieu solide. L’amplification s’effectue par PCR, suivie par une purification, une 

réaction de séquence, un séquençage, pour terminer avec une analyse et BLAST 

(Figure 4.1). 
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Figure 4.1. Principe du séquençage 
 

3. Méthodologie 

Un des trois profils biochimiques (AL1) obtenu par API 50CHB  a été identifié par 

séquençage d’ADNr 16S au niveau du laboratoire Genoscreen à l’institut Pasteur de 

Lille.  

Les extractions d’ADN ont été réalisées  à l’aide du  Kit « PrepMan Ultra Sample 

Preparation Reagent » commercialisé par Applied Biosystems (Figure 4.2). 

La seule différence avec le protocole fourni, est que les ADN extraits ont été dilués au 

1/10ème avant l'étape de PCR afin de diluer d'éventuels inhibiteurs qui seraient 

présents dans la préparation. 

Deux PCR ont été réalisées pour chaque ADN extrait. Les amorces utilisées pour 

séquencer l’ADNr16S sont les suivantes : F1 (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’), R1 (5’-

GTATTACCGCGGCTGCTGGCAC-3’), F2 (5’-CTCCTACGGGAGGCAG-3’) et R2 (5’-

GACACGAGCTGACGACA-3’). 

Les conditions PCR  pour le couple F1-R1  sont  représentées dans le Tableau 4.1 : 
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Figure 4.2. Illustration du protocole d’extraction d’ADN  

avec le Kit « PrepMan Ultra Sample Preparation Reagent » 

(http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/cms_042137.pdf) 

  

http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/cms_042137.pdf
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Tableau 4.1. Conditions PCR  pour le couple F1-R1 

 Concentration 
finale 

Volume pour 1 puits Fournisseur 

H2O  39.75µL GIBCO 

Tampon 
(10X) 

1X 5µL Biolabs 

dNTP 
(4mM) 

0.24mM 3µL Roche 

MgC𝐥𝟐 
(25mM) 

0.5mM 1µL Applied 
Biosystems 

Primer F 
10µM 

0.5pmol 0.5µL IDT 

Primer R 
10µM 

0.5pmol 0.5µL IDT 

Taq 
polymerase 
(5U/µL) 

1U 0.25µL Biolabs 

 

Les conditions PCR  pour le couple F2-R2 sont  représentées dans le Tableau 4.2: 

 

Tableau 4.2. Conditions PCR  pour le couple F2-R2 

 Concentration 
finale 

Volume pour 1 puits Fournisseur 

H2O  37.75µL GIBCO 

Tampon 
(10X) 

1X 5µL Biolabs 

dNTP 
(4mM) 

0.24mM 3µL Roche 

MgC𝐥𝟐 
(25mM) 

1.5mM 3µL Applied 
Biosystems 

Primer F 
50µM 

1pmol 0.5µL IDT 

Primer R 
50µM 

1pmol 0.5µL IDT 

Taq 
polymerase 
(5U/µL) 

1U 0.25µL Biolabs 

 

Les programmes PCR sont  représentés dans le Tableau 4.3 : 
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Tableau 4.3. Les programmes PCR 

F1/R1 F2/R2 
95°C  12min 
92°C  2min 

95°C  12min 

40 cycles : 
93°C  30s 
55°C  30s 
72°C  1min 

50 cycles : 
95°C  30s 
60°C  30s 
72°C  30s 

72°C  10min 72°C  10min 

 

Les produits de PCR ont été purifiés par aspiration sur plaque NucleoFast 

(MachereyNagel). Ceux-ci ont ensuite été séquencés dans les deux sens par la 

technique de séquençage SANGER selon des conditions optimisées par le laboratoire 

GenoScreen (kit Big dye terminator V3.1 et séquenceur 3730XL commercialisés par 

Applied Biosystems). 

La technique de séquençage utilisée est adaptée de celle décrite par (Sanger et al., 

1977). Elle est basée sur l’incorporation de didésoxynucléotides. La polymérase 

permettant l’amplification du gène d’intérêt est mise en présence d’oligonucléotides 

non marqués (dNTP : désoxyribonucléotides triphosphate) et de didésoxynucléotides 

(ddNTP : didésoxyribonucléotides triphosphate) marqués par des flurochromes 

différents selon leur nature. L’incorporation d’un ddNTP entraîne l’arrêt de 

l’élongation. Ainsi, on obtient théoriquement des séquences d’ADN de toutes tailles 

dont le dernier nucléotide est fluorescent. 

La réaction de séquence utilise la chimie du « Big Dye Terminator » (Applied 

Biosystem) selon les recommandations du fabricant. La solution commerciale « Big Dye 

Terminator » contient les dNTP, les ddNTP marqués ainsi que l’ADN polymérase. Le 

mélange réactionnel pour une réaction contient : le tampon de dilution du Dig Dye 

0,75 μl, la solution Big Dye  0,5 μl ; l’amorce 5 pmol ; le produit PCR 30 à 50 ng et l’eau 

MilliQ 5 μl. La réaction s’effectue dans un thermocycleur. 

Les séquences obtenues ont été assemblée et comparées dans les bases de données 

publiques : NCBI database et LeBibi database (http://umr5558-sud-str1.univ-

lyon1.fr/lebibi/lebibi.cgi) en utilisant l’outil : BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). 

Ces bases de données nous ont permis d’identifier l’espèce bactérienne de la souche 

AL1 et d’élaborer un arbre phylogénétique. 

 

http://umr5558-sud-str1.univ-lyon1.fr/lebibi/lebibi.cgi
http://umr5558-sud-str1.univ-lyon1.fr/lebibi/lebibi.cgi
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4. Résultats et discussion 

Le protocole employé pour l’extraction de l’ADN génomique de l’isolat AL1, ainsi que 

l’amplification du gène 16S ont permis l’obtention de la séquence nucléotidique de 

1048 paires de bases (pb) représentée par  la Figure 4.3 : 

CAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCTCCCGAAGGAGAAGCCCTATCTCTAGGGTTTTCAGAGGATGTCAAGACCT 

GGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAG 

TTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAAGGGCGGAAACCCTCT 

AACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCT 

CAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACAC 

ATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTT 

CACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTA 

CCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAGCAC 

TTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTC 

GTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCA 

CCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGACGCGGGTCCAT 

CCATAAGTGACAGCCGAAGCCGCCTTTCAATTTCGAACCATGCGGTTCAAAATGTTATCCGGTATTAGCCCCGGTT 

TCCCGGAGTTATCCCAGTCTTATGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACTTCATAAGAGCA 

AGCTCTYAATCCATTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCATCCTGA 

Figure 4.3. Séquence d’ADNr 16S pour la souche AL1 

 

Le résultat du blast précise que cette séquence est similaire au groupe B. cereus à 99% 

de similarité sur un fragment de 1048 pb (Figure 4.4). 
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Figure 4.4. Arbre phylogénétique de la souche AL1 : 
 position phylogénétique des séquences d’ ADNr 16S. 

L’échelle indique 0,001 substitution par nucléotide position 
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La séquence de l’isolat AL1 sélectionné a été déposée dans Geenbank et est 

enregistrée sous le numéro d’accession (JQ765002). 

L’arbre phylogénétique du nouvel isolat AL1 (JQ765002) le représente sous la forme 

d’une branche unique le distinguant des autres espèces. 

Dans notre étude, l’analyse du séquençage de l’ADNr 16S de la souche AL1 a confirmé 

les résultats obtenus par biotypage comme le préconise Guinebretière et al., 2001, 

donc son affiliation au groupe B. cereus apparenté à B. cereus.  

 

Les espèces les plus proches et donc apparentées sont : 

Bacillus_cereus ~v ~C ~CP001176=VMd1 

Bacillus_cereus ~v ~T ~D16266 

Bacillus_cereus ~v ~C ~CP001176=VMd2 

Bacillus_cereus ~v ~T ~AE016877=_T_LPSN_Md1 

Bacillus_cereus ~v ~T ~DQ207729 

Bacillus_cereus ~v ~T ~AF290547 

Bacillus_cereus ~v ~T ~AB598737 

Bacillus_cereus ~v ~T ~AB271745 

 

Concernant ces espèces apparentées, aucune bibliographie n’a été publiée jusqu’à ce 

jour, afin de permettre une étude comparative avec la nouvelle souche isolée à partir 

des conserves étudiées. 

L’isolat AL1 pourrait faire partie des groupes phylogénétiques II, IV, V de Guinebretière 

qui sont représentés par des souches mésophiles dont les spores sont caractérisées 

par une thermorésistance élevée (Carlin et al., 2009) associées à des toxi-infections 

alimentaires (Guinebretière et al., 2010). 

 

Il s’agit là, d’une classification opérationnelle pour l’appréciation et la gestion du risque 

Bacillus cereus dans les aliments  (EFSA, 2005). 

Afin de confirmer cette hypothèse, il serait obligatoire de recourir à des techniques 

discriminatives, capables de fournir rapidement et avec précision des indications sur le 
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risque d’intoxication aux B. cereus préconisé par plusieurs auteurs (Chaves et al., 2011; 

Oh et al., 2012; Thorsen et al., 2010), et ce, pour la souche (AL1). 

Les bactéries du groupe B. cereus appartiennent aux bactéries les plus séquencées au 

monde (INRA). Le séquençage du gène codant l'ADNr 16S est un outil complémentaire 

à l'analyse des caractères phénotypiques utilisée pour identifier des bactéries. En effet, 

dans un certain nombre de cas, l'identification classique ne donne pas un résultat 

satisfaisant en terme d'identification (bactérie rare ou à croissance difficile, galeries 

non adaptées...). Le séquençage du gène ADNr 16S, présent chez toutes les espèces 

bactériennes permet d'améliorer la qualité de l'identification ou de confirmer une 

identification présomptive. 

Des souches bactériennes appartiendront au même genre si leurs séquences d’ADNr 

16S possèdent un degré de similitude supérieur à 97% et à la même espèce si le degré 

de similitude est de 99% (Drancourt et al., 2000).  

Alors que la taxonomie traditionnelle présente le groupe Bacillus cereus comme des 

espèces distinctes, la phylogénie moléculaire nouvelle et le séquençage comparé des 

génomes sont en faveur de leur classification en une seule espèce (Guinebretière et 

al., 2008; Schmidt et al., 2011; Tourasse et al., 2011). Le concept de l’espèce unique a 

déjà été largement proposé notamment pour les trois espèces très proches 

génétiquement : Bacillus anthracis, Bacillus thuringiensis et Bacillus cereus sensu 

stricto (Hansen et Hendriksen, 2001 ; Helgason et al., 2004; Priest et al., 2004; 

Tourasse et al., 2006; Vilas-Boas et al., 2007). La proximité génétique de ces espèces 

est révélée par la similarité extrêmement élevée (plus de 99%) de leurs chromosomes 

(Ash et al., 1991; Rasko et al., 2005).  

La taxonomie du groupe B. cereus est complexe et controversée car les 

caractéristiques phénotypiques discriminantes entre les différentes espèces ne sont 

pas stables et leurs déterminants génétiques  peuvent être échangés y compris au sein 

des matrices alimentaires (Van der Auwera et al., 2007). Quoiqu’extrême, l’exemple 

d’un cas d’anthrax très rare causé par une souche B. cereus qui a acquis les gènes de 

virulence de B. anthracis a été mis en évidence. Les transferts de gènes au sein des 

souches de B. cereus et des espèces associées sont bien une réalité et l’évaluation de 

la fréquence de tels processus de transformations a des conséquences tout à fait 

concrètes (Guinebretière et Sanchis, 2003; Guinebretière et al., 2007; Lereclus et al., 

2004). 
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Selon Vilas-Boas, le débit du flux d’échange des gènes est plus élevé pour les bactéries 

de la même espèce. Toutefois, des échanges sont possibles entre B. cereus et B. 

thuringiensis (Vilas-Boas et al., 2002). 

Le groupe B. cereus est une population hautement dynamique et le transfert 

génétique entre les membres du groupe est un mécanisme évolutionnaire important. 

Différents plasmides se retrouvent dans différentes souches de B. cereus et certains 

abritent des gènes liés à la pathogénicité ou à l'adaptation environnementale 

(Helgason et al., 2000a; Hoffmaster et al., 2004; Rasko et al., 2005; Rasko et al., 2007). 

Le transfert génétique est possible et pourrait donc augmenter le potentiel de risque 

de B. cereus. 
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CHAPITRE 
 

DENOMBREMENT  DE BACILLUS CEREUS  
PAR METHODE STANDARDISEE  ISO 7932 

 

1. Introduction 

La méthode ISO 7932 (NF, 2005) s’intitule ‹‹General guidance for enumeration of 

Bacillus cereus›› ou ‹‹directives générales pour le dénombrement de Bacillus cereus ― 

méthode par comptage des colonies à 30°C ›› (méthodes horizontales). La gélose 

sélective pour Bacillus cereus de Mossel ou milieu MYP est utilisée pour la détection et 

dénombrement des spores et formes végétatives de Bacillus cereus dans les produits 

alimentaires.  

Le milieu MYP (mannitol- egg yolk- phenol red-polymyxin agar) permet de mettre en 

évidence l'activité lécithinase par un précipité visible autour de la colonie, et 

l'incapacité de B. cereus à fermenter le mannitol, qui se traduit par une coloration rose 

rouge autour de la colonie (Fricker et al., 2008) (Figure 5.1 A). L'activité hémolytique 

est mise en évidence par étalement sur gélose au sang de mouton (gélose columbia 

additionnée de 5% de sang de mouton défibriné) et se manifeste par une zone de lyse 

caractéristique aux abords de la bactérie (Figure 5.1 B).  

 

Figure 5.1. Colonies de B. cereus ATCC 14579 après 24h d’incubation à 30°C 

 sur milieu MYP (A), gélose au sang de mouton (B), milieu de mobilité (C). 
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La mobilité importante de B. cereus est étudiée sur un milieu dit de mobilité (Peptone 

pancréatique de caséine : 20 g ; Peptone de viande : 6 ,1 g ; Agar-agar : 3 à 6 g ; Eau : 

1000 ml) (Figure 5.1 C). L’hémolyse et le test de la mobilité correspondent à la norme 

V08-058 (1996). 

- La Tryptone et l’extrait de viande favorisent la croissance de Bacillus cereus.  

- L’émulsion stérile de jaune d’œuf utilisée comme additif permet de mettre en 

évidence la présence d’une lécithinase chez la majorité des souches de Bacillus cereus. 

Les produits insolubles résultant de la dégradation de la lécithine du jaune d’œuf 

s’accumulent autour des colonies pour former un précipité blanchâtre.  

- La présence de mannitol permet de différencier les microorganismes contaminants 

qui le fermentent. Ils sont identifiés par le virage au jaune du rouge de phénol.  

- La polymyxine permet d’inhiber la microflore secondaire lorsque l’échantillon à tester 

est fortement contaminé.  

2. Méthodologie  

 

2.1. Ensemencement et incubation 

 Transférer avec une pipete stérile 1 ml de la suspension mère à la surface de 3 boîtes 

de Pétri du milieu de culture MYP complet préalablement coulé. 

 Répéter l’opération avec les dilutions décimales suivantes. 

 Etaler soigneusement l’inoculum le plus rapidement possible à la surface du milieu en 

évitant de toucher les bords de la boîte avec l’étaleur. 

 Laisser les boîtes couvercle fermé pendant environ 15 mn à la température ambiante 

pour permettre à l’inoculum d’être absorbé dans la gélose. 

 Retourner les boîtes préparées et les faire incuber pendant 24h à 30°C. 

 

FORMULE-TYPE du milieu complet  
(Pouvant être ajustée de façon à obtenir des performances optimales)  
Pour 1 litre de milieu :  
- Tryptone.........................................................................................10,0 g  
- Extrait de viande ..............................................................................1,0 g  
- D-mannitol .....................................................................................10,0 g  
- Chlorure de sodium ........................................................................10,0 g  
- Rouge de phénol ..........................................................................25,0 mg  
- Emulsion stérile de jaune d’œuf ..................................................100,0 mL  
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- Agar agar bactériologique................................................................13,5 g  
- Polymyxine B ......... 105  UI (0.1mL à 0.15% dans 15mL de milieu Mossel). 
(Rhodehamel et Stanley, 1998). 
pH du milieu prêt-à-l’emploi à 25°C : 7,2 ± 0,2. 

 

2.2. Comptage des colonies   

Après l’incubation, on retient les boîtes contenant moins de 150 colonies, et si 

possible, sur deux dilutions successives. Compter sur chaque boîte les colonies 

présumées de Bacillus cereus. Celles-ci sont de couleur rose (mannitol-négatif) et 

presque toujours entourées d’un halo de précipité, indiquant la production de 

lécithinase. 

2.3. Epreuves de confirmation 
 

2.3.1. Sélection et purification des colonies 

Choisir les colonies présumées être B.cereus à partir de chaque boîte sélectionnée 

pour confirmation par des tests biochimiques appropriés. 

Il est recommandé d’ensemencer en stries les colonies suspectes sur une gélose non 

sélective pour les purifier. 

2.3.2. Mise en évidence de l’hémolyse 

A la surface d’une gélose au sang, ensemencer les différentes colonies en stries 

parallèles et incuber pendant 24 h à 30°C. 

2.3.3. Examen de la mobilité 

Inoculer le milieu mobilité par piqûre profonde au centre du tube à l’aide d’un fil droit 

portant les colonies suspectes. Incuber les tubes pendant 24h à 30°C et examiner le 

type de croissance le long de la ligne d’ensemencement. 

2.3.4. Mise en évidence de la croissance rhizoïde 

Inoculer une boîte de gélose nutritive en touchant la surface de la gélose, au centre de 

celle-ci. Incuber la gélose pendant 24 à 48h à 30°C. 

2.3.5. Présence de cristaux de toxines protéiques 

Inoculer une gélose nutritive inclinée et incuber celle-ci pendant 24h à 30°C, puis à la 

température du laboratoire pendant 2 à 3 jours. Préparer un frotis de la culture et 
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effectuer la coloration de Gram. Examiner les lames à l’immersion pour déceler la 

présence de spores libres et de cristaux tétragonaux (en forme de diamant) de toxines. 

Avec la coloration de Gram, les cristaux sont colorés en rose foncé et sont plus petits 

que les spores qui sont rose pâle ; les cellules végétatives sont d’une couleur bleu 

violet. 

Ces tests permettent de différencier les souches typiques de B. cereus des autres 

membres du groupe B. cereus, incluant B. mycoides, B. anthracis et B. thuringiensis.  

3. Expression des résultats 

Le dénombrement est effectué à l’aide de l’équation suivante de calcul de la 
concentration de Bacillus cereus : 
 
       Nombre total de colonies                       1  
 X = ---------------------------------- x ------------------------------- 
           Volume d’inoculum                (1,1 x dilution) 
 

Lorsqu’on procède à l’identification des colonies, on ne retiendra que la fraction totale 

des colonies correspondant à la fraction observée des colonies confirmées sur les 

colonies prélevées et contrôlées.  

4. Résultats et discussion 

Les souches sélectionnées et confirmées ont été détectées dans toutes les boîtes de 

conserves de petits pois analysées. Ces isolats se caractérisent par la production d’une 

lécithinase extrêmement active, l’absence de fermentation du mannitol, une grande 

mobilité et une activité hémolytique intense. Dans les isolats précités, beaucoup de 

spores libres ont été observées mais aucun cristal parasporal coloré en rose foncé n’a 

été décelé. Ces isolats n’ont pas présenté d’aspect rhizoïde. 

Le groupe B. cereus dont Bacillus cereus a été présent à des taux variant entre 1,1.104 

UFC (Unité Formant Colonie)/g de produit et 3,9.104UFC/g avec une moyenne de 

2,7. 104UFC/g pour un total de 60 dénombrements. 

Les bactéries du groupe B. cereus sont facilement distincts des autres Bacillus par leur 

incapacité à fermenter le mannitol et leur production de lécithinase (Fritze, 2004; 

Logan et Berkeley, 1984). Ainsi, les cultures à l’étude ont été identifiées au groupe B. 

cereus. 
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L’étape de confirmation est en partie présomptive car elle ne permet pas de faire la 

différence entre B. cereus sensu  stricto et d’autres espèces  proches mais néanmoins 

moins rencontrées comme B. thuringiensis et B. mycoides. Le caractère hémolytique et 

la mobilité sont très souvent identiques ou variables. Ainsi, B. cereus est mobile une 

fois sur deux, comme Bacillus thuringiensis, alors que Bacillus mycoides et Bacillus 

anthracis sont immobiles (Bacillus mycoides est parfois mobile).  

Il faut mettre à part le cristal parasporal pour Bacillus thuringiensis, la croissance 

rhizoïde pour Bacillus mycoides, et l’hémolyse pour Bacillus anthracis (qui donne en 

règle générale une absence d’hémolyse). 

Toutefois, il est possible de distinguer B. cereus par la production d’une lécithinase 

extrêmement active (Guinebretière et Sanchis, 2003) et tel est le cas des souches 

isolées dans les conserves à l’étude. 

La grande mobilité et la production intense d’hémolyse interne qui ont caractérisé les 

isolats obtenus sur gélose MYP permettent d’éliminer la présence de B. anthracis qui 

est le seul à être immobile et non hémolytique (Vilas-Boas et al., 2007). B. thuringiensis 

et B. mycoides sont souvent faiblement hémolytiques 

Les hémolysines sont responsables de l’activité hémolityque de Bacillus cereus, et elles 

ont un rôle dans les infections (Turnbull et al., 1979)  

L’absence de cristal parasporal décelée par microscopie optique après coloration de 

Gram a confirmé l’absence de B. thuringiensis qui est le seul à en produire parmi les 

souches sélectionnées. 

L’aspect envahissant et rhizoïde qui caractérise B. mycoides et B. pseudomycoides sur 

gélose nutritive n’a pas été observé. Ceci a permis d’écarter ces deux espèces du 

groupe B. cereus. 

Les isolats obtenus sur milieu MYP par méthode standard (ISO7932) et confirmés 

appartiennent au groupe B. cereus et seraient des souches de B. cereus sensu stricto. 

Cette affiliation a été appuyée par le séquençage de  l’ADNr  16S  de l’une des souches 

identifiées par cette méthode. 

Les spores du groupe B. cereus dont B.cereus ayant survécu au traitement thermique 

qui leur a été appliqué ont germé et se sont multipliées probablement pendant le 

stockage à température ambiante pour atteindre un niveau dangereux, pouvant 

provoquer des diarrhées en présence de souches à potentiel diarrhéique (EFSA, 2005).   

La présence d’un taux moyen de 2,7.104 B. cereus/g de conserves de petits pois est 

tout de même alarmante. Ce constat est renforcé par les travaux de King et al., 2007. 
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En ce qui concerne B. cereus, des chiffres de l’ordre de 104 à 105 B. cereus/g sont 

régulièrement cités.  

Dans le cas des toxi-infections diarrhéiques, la quantité de cellules ou spores de B. 

cereus pathogènes retrouvée dans les aliments incriminés est généralement égale ou 

supérieure à 105 par gramme ou millilitre (Tsigarida et al., 2009) bien que des 

épidémies associées à des aliments contenant 103  par gramme ou millilitre aient été 

décrites (EFSA, 2005; Kramer et Gilbert, 1989; Stenfors Arnesen et al., 2008). 

Dans le cas des intoxinations émétiques, les toxines peptidiques sont très stables et 

peuvent persister dans l'aliment même si les bactéries ont disparu (EFSA, 2005). Un 

minimum de 105 cellules de B. cereus par gramme ou millilitre de l'aliment, à un stade 

de sa production, est nécessaire pour produire suffisamment de toxines et provoquer 

une intoxination. 

On a cependant observé des syndromes émétiques avec peu de cellules de B. cereus 

dans l’aliment (102 par gramme).   
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CHAPITRE 
 

ANTIBIORESISTANCE 
 

1. Introduction 

La résistance bactérienne est un concept qui fait de plus en plus parler de lui depuis 

quelques années. Les conséquences de la résistance bactérienne aux antibiotiques 

sont considérables: augmentation de la morbidité et, dans certains cas, de la mortalité, 

augmentation des coûts du système de santé. 

On distingue trois types de résistance microbienne : génétique, microbiologique et 

clinique.  

La résistance génétique peut être définie comme un changement dans le code 

génétique du micro-organisme, codant ainsi un gène altéré. 

La résistance microbiologique se traduit par la croissance ou l’absence de croissance 

d’une souche bactérienne en présence d’un antibiotique. La notion de souche sensible 

ou résistante est toujours en relation avec la concentration sanguine que peut 

atteindre l’antibiotique prescrit. Il faut ! par ailleurs savoir que c’est la résistance 

nouvelle ou acquise qui est problématique. Cette résistance tend plus à se transmettre 

au sein de la même espèce, ou parfois à d’autres espèces bactériennes.  

La résistance clinique est la plus pertinente dans le cadre de la pratique médicale 

courante, puisqu’elle se traduit par l’échec clinique d’une antibiothérapie. Dans la 

majorité des infections, un échec clinique se traduit par l’absence d’amélioration 

(fièvre, état général……) après 72h de traitement. 

2. Principe de l’antibiogramme : Méthode des disques 

Un antibiogramme est une technique de laboratoire visant à tester la sensibilité d'une 

souche bactérienne vis-à-vis d'un ou plusieurs antibiotiques. 
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L'antibiogramme est un outil validé par un biologiste médical qui permet à un médecin 

de choisir le bon antibiotique, ou l'association d'antibiotiques permettant de traiter 

efficacement un patient. 

Le principe consiste à placer la culture de bactéries en présence du ou des 

antibiotiques et à observer les conséquences sur le développement et la survie de 

celle-ci. Il existe trois types d'interprétation selon le diamètre du cercle qui entoure le 

disque d'antibiotique : souche ou bactérie sensible, intermédiaire ou résistante. 

3. Méthodologie 

 

3.1. Réalisation pratique de l’antibiogramme 

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques a été réalisée par la méthode de diffusion 

des disques imprégnés d’antibiotiques en milieu Mueller-Hinton, selon la méthode 

NCCLS (méthode de Kirby-Bauer préconisée par le National Committee for Clinical 

Laboratory Standards). Les antibiotiques suivants ont été testés : Pénicilline, 

Ampicilline, Triméthoprime, Streptomycine, Erythromycine, Imipénème, Vancomycine, 

Chloramphénicol, Gentamycine, Ciprofloxacine, Tétracycline, Amoxycilline, 

Clindamycine, Colistine. 

3.2. Lecture et interprétation 

Il n’existe pas actuellement de recommandation spécifique du comité de 

l’Antibiogramme de la Société Française de la Microbiologie pour l’interprétation de 

l’Antibiogramme, ni de diamètres critiques spécifiques pour Bacillus.  

Mesurer le diamètre de la zone d’inhibition et interpréter les résultats suivant les 

diamètres critiques pour les diverses classes d’antibiotiques utilisés lors de notre étude 

(voir Tableau 6.1). 

 

- Une souche sensible est une souche qui peut être atteinte par un traitement local à 

dose habituelle par voie générale ; 

- Une souche intermédiaire est une souche qui peut être atteinte par un traitement 

local, une augmentation des doses par voie générale ou une concentration 

physiologique particulière (urine, bile...) ; 
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- Une souche résistante est une souche qui ne répondra probablement pas, quel que 

soit le type de traitement. 

 
Tableau 6.1. Diamètres critiques pour les diverses classes d’antibiotiques (SFM, 2010) 

 

ANTIBIOTIQUE 

CHARGE 

DU 

DISQUE 

                DIAMETRE 

                CRITIQUE 

                    (mm) 

           S                       R  

PENICILLINES 

Pénicilline G 

Ampicilline 

Amoxycilline 

CARBAPENEMES 

Imipenème 

AMINOSIDES 

Streptomycine 

Gentamycine 

PHENICOLES 

Chloramphénicol 

 

TETRACYCLINES 

Tétracycline 

 

MACROLIDES 

Erythromycine 

 

LINCOSAMIDES 

Clindamycine 

 

GLYCOPEPTIDES 
Vancomycine 

 

POLYPEPTIDES 

Colistine 

 

FLUOROQUINOLONES 

Ciprofloxacine 

 

SULFAMIDES TRIMETHOPRIME 

Triméthoprime 

 

15 μg (10 UI) 

10 μg 

25 μg 

 

10 μg 

 

10 UI 

15 μg (10 UI) 

 

30 μg 

 

 

30 UI 

 

 

15 UI 

 

 

2 UI 

 

 

30 UI 

 

 

50 μg 

 

 

5 μg 

 

 

5 μg 

 

 

≥29 

≥21 

≥23 

 

≥24 

 

≥15 

≥18 

 

≥23 

 

 

≥19 

 

 

≥22 

 

 

≥15 

 

 

≥17 

 

 

≥15 

 

 

≥25 

 

 

≥16 

 

<18 

<16 

<16 

 

<17 

 

<13 

<16 

 

<19 

 

 

<17 

 

 

<17 

 

 

<15 

 

 

- 

 

 

<15 

 

 

<22 

 

 

<10 

 

4. Résultats et discussion 

50 souches du groupe Bacillus cereus de type AL1 confirmé ont subi le test 

d’antibiorésistance. Tous ces isolats sont résistants aux antibiotiques β-lactamates, 

telles que la pénicilline (100%) et l’ampicilline (100%), et sensibles à la gentamycine 

(100%), la ciprofloxacine (100%), l’imipénème (100%) , la vancomycine (100%) et le 

chloramphénicol (100%) suivis de la streptomycine (78%). 
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Un nombre important de souches ont manifesté une résistance élevée à la colistine 

(94%) et à la trimethoprime (92%). Une résistance intermédiaire a été observée vis-à-

vis de la clindamycine (84%), la tétracycline (78%), l’érythromycine (64%) et 

l’amoxycilline (52%) Les résultats obtenus sont reportés dans le Tableau 6.2 et sont 

représentés par les Figures 6. 1 et 6.2. 

 

Tableau 6.2. Antibiorésistance des souches AL1 isolées des conserves de petits pois 

 Nombre et pourcentage (%) correspondant de souches 

Antibiotiques Résistant  Intermédiaire  Sensible 

 

Pénicilline 

 

Ampicilline 

 

Colistine 

 

Triméthoprime          

 

Clindamycine 

 

Amoxycilline  

 

Tétracycline 

 

Erythromycine 

 

Gentamycine 

 

Ciproflaxacine 

 

Imipenème 

 

Vancomycine 

 

Chloramphénicol 

 

Streptomycine 

 

50 (𝟏𝟎𝟎)  

 

50 (100) 

 

47 (94) 

 

46 (92) 

 

- 

 

22 (44) 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

3 (6) 

 

4 (8) 

 

42 (84) 

 

26 (52) 

 

39 (78) 

 

32 (64) 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

 

11 (22) 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

8 (16) 

 

2 (4) 

 

11 (22) 

 

18 (36) 

 

50 (100) 

 

50 (100) 

 

50 (100) 

 

50 (100) 

 

50 (100) 

 

39 (78) 
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Figure 6.1. Antibiorésistance des souches du groupe Bacillus cereus (AL1) isolées 

des conserves de petits pois 

 

 

Figure 6.2. Antibiorésistance des souches du groupe Bacillus cereus (AL1) isolées 

 des conserves de petits pois 
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Les Bacillus figurent parmi les bacilles Gram+ aéro-anaérobies, d’intérêt médical. Mais 

si l’on excepte le cas de Bacillus anthracis, peu d’études ont été consacrées à la 

sensibilité des Bacillus aux agents antimicrobiens.  

Bacillus cereus est une bactérie toxinogène dont la symptomatologie est due à des 

entérotoxines entraînant soient des diarrhées, soient des vomissements, ou les deux à 

la fois. Dans les formes les plus graves, une  antibiothérapie s’impose. 

Les profils de résistance des souches de type AL1 sont en accord avec ceux rapportés 

dans la littérature (Drobniewski, 1993 ; Kim et al., 2011 ; Luna et al., 2007), quant à 

leur résistance à la pénicilline et à l’ampicilline et leur sensibilité à la gentamycine et à 

la vancomycine. La résistance élevée pour la plupart des souches à la colistine et à la 

triméthoprime a été citée par (Hafiz et al., 2012). L’érythromycine a manifesté une 

résistance intermédiaire vis-à-vis de plus de la moitié des souches testées. Ce résultat 

concorde avec celui de (Kim et al., 2011; Hafiz et al., 2012), mais ne reflète pas les 

résultats des travaux d’autres auteurs qui indiquent une sensibilité élevée pour cet 

antibiotique (David et al., 1994 ; Rusul et Yaacoub, 1995 ; Logan et Rodrigez-Diaz, 

2006 ; Murray et al., 2007 ; Rosovitz et al., 1998). 

La résistance de toutes les souches aux antibiotiques β-lactamates telles que la 

pénicilline et l’ampicilline, résulte de la production d’enzymes inactivantes 

par  brouillage, qui constitue le mécanisme de résistance le plus répandu dans la 

nature (Recherche, 1998).  

Les β-lactamases produites par les souches de B. cereus illustrent bien ce concept. La 

bactérie synthétise une enzyme qui modifie l'antibiotique et le rend inoffensif. En 

revanche, les ß-lactamines visent des cibles extracellulaires, et doivent donc être 

inactivées avant leur contact avec la cellule. Des enzymes appropriées appelées ß-

lactamases sont excrétées dans le milieu de culture bactéries à Gram positif et 

interceptent l'antibiotique avant même qu'il atteigne sa cible. 

La pénicilline G, qui est le premier antibiotique à avoir été largement utilisé en 

médecine (Fluit et al., 2001) est à proscrire pour traiter les toxi-infections alimentaires 

provoquées par B. cereus. 

Les pénicillines du groupe G sont actives sur les bactéries Gram positives dont les 

bacilles Gram positifs mais inactives sur les bacilles Gram négatif. Après de fréquentes 

utilisations d’antibiotiques, les germes développent des mécanismes de défense et 

deviennent résistants à ces antibiotiques. 
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L’érythromycine est un antibiotique d’origine naturelle de la classe des macrolides, 

seulement actifs contre les bactéries Gram positives.  

Ainsi, une souche de B. cereus sensible aux macrolides telle que l’érythromycine peut, 

par camouflage (Recherche, 1998), devenir résistante à ce même antibiotique par 

modification de sa cible pour la rendre insensible à son action. La cible du médicament 

est une composante des ribosomes, l’ARN ribosomal 23S, qui est indispensable à la 

synthèse des protéines. Dans ce cas, les bactéries synthétisent une méthylase qui 

modifie l'ARN ribosomal 23S du ribosome bactérien. L'antibiotique n'a plus d'affinité 

pour le ribosome ainsi modifié.  

Enfin, une bactérie comme B. cereus peut devenir résistante aux macrolides 

(érythromycine) par un deuxième mécanisme dit d’efflux, où une pompe, agissant 

comme une porte tournante, expulse l’antibiotique dès son entrée à l’intérieur de la 

bactérie, l’empêchant ainsi d’atteindre sa cible (Weiss et al., 2001). 

Cet efflux conduit à une diminution de la concentration initiale de l’antibiotique 

(Lozniewsky et Rabaud, 2010). 

Dans la grande majorité des cas, l'apparition d'une résistance nouvelle correspond à un 

nouveau gène. Or l'émergence de nouveaux gènes nécessite parfois plusieurs millions 

d'années. La rapidité avec laquelle les gènes de résistance sont apparus indique donc 

qu'ils préexistaient dans les populations bactériennes (Weiss et al., 2001). 

La résistance aux antibiotiques est un problème de santé publique de plus en plus 

grave dans le monde. 

L’utilisation inappropriée d’antibiotiques est l’un des facteurs favorisant la résistance 

aux antibiotiques. 

L’utilisation inappropriée d’antibiotiques peut comprendre (Gyssens et al., 1992): 

 la prescription d’antibiotiques lorsque ceux-ci ne sont pas nécessaires; 

 l’utilisation trop généreuse d’antibiotiques à large spectre ou l’utilisation 

incorrecte d’antibiotiques à spectre étroit; 

 une dose d’antibiotiques plus faible ou plus forte que nécessaire chez le patient 

traité; 

 une durée du traitement antibiotique trop courte ou trop longue; 

 un traitement antibiotique non rationalisé en fonction des résultats des 

cultures microbiologiques. 
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L’utilisation prudente des antibiotiques peut prévenir l’émergence et la sélection de 

bactéries résistantes aux antibiotiques (Davey et al., 2005 ; Lepper et al., 2002 ; Carling 

et al., 2003 ; de Man et al., 2000). 
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CONCLUSION 
 

 

Les micro-organismes présents dans les denrées alimentaires peuvent provoquer des 

modifications organoleptiques et altérer la qualité marchande des produits, ou 

constituer un danger pour la santé publique en raison de leur pouvoir pathogène pour 

l’Homme. Les aliments prêts à être consommés, comme les conserves, sont de plus en 

plus populaires ; or, ils sont susceptibles d’héberger de tels micro-organismes. Ces 

aliments proviennent de notre environnement immédiat, mais, de plus en plus, de 

pays divers… 

Le travail entrepris dans le cadre de cette thèse nous a permis d’explorer et de 

quantifier la flore de 10 lots de boîtes de conserve végétales (petits pois) de 

l’importation dans le but de vérifier leur conformité relativement aux normes 

réglementaires. Un profil de résistance vis-à-vis des antibiotiques couramment utilisés 

a été établi pour l’espèce qui pourrait être incriminée dans les toxi-infections 

alimentaires collectives (TIAC). 

Au terme de notre étude, nous avons pu constater que l’exposition des boîtes de 

conserves de petits pois, à 30°C pendant 21 jours et à 55°C pendant 7 jours n’a 

entraîné aucune  modification visible du contenant et du contenu. L’emballage n’a subi 

aucune déformation, le pH et les caractéristiques organoleptiques ont été préservés.  

Des formes bacillaires plus au moins longues, parfois sporulées, colorées en violet 

foncé et des cultures abondantes et variées ont caractérisé le microbiote des 

conserves incubées à 30°C pendant 21 jours. 

Une analyse microbiologique classique, a permis d’avancer que les conserves de petits 

pois étudiées ont constitué un véritable bouillon de culture pour les bactéries 

sporulées mésophiles du genre Bacillus. 

Deux caractérisations biochimiques par méthodes numérisées ont permis d’identifier 

B. cereus sous trois profils différents ainsi que d’autres espèces du même genre. La 

fréquence d’apparition de B. cereus à pouvoir pathogène incontournable a été de loin 

la plus élevée (42,50%), relativement à celle des autres espèces à pouvoir pathogène 

opportuniste. 
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La multiplication de B. cereus et autres espèces de Bacillus potentiellement 

pathogènes pendant le stockage et la manipulation des aliments (conservation) est 

possible et peut conduire à des niveaux dangereux de bactéries au moment de la 

consommation. De plus l’analyse moléculaire a révélé la présence de bactéries du 

groupe B. cereus apparentées à B. cereus. 

Les bactéries du groupe B. cereus dont B. cereus ont été détectées dans toutes les 

boîtes analysées à un taux moyen de 2,7 104 UFC par gramme de conserves de petits 

pois. 

Nos expérimentations nous ont permis de vérifier certains résultats rapportés dans la 

littérature. En effet, nous avons pu constater que: 

 Dans l’analyse d’une conserve alimentaire, il ne faut jamais dissocier le couple 

contenant et contenu car les résultats obtenus nous mettent en garde, quant 

aux boîtes de conserve d’apparence normale. 

 Les bactéries sporulées représentent le problème numéro un de l’industrie de 

la conserve. La microflore sporulée contaminante détectée dans nos boîtes de 

conserve de petits pois,  a pour origine une matière première de mauvaise 

qualité bactériologique et une hygiène non respectée au cours des traitements 

technologiques de conservation. Celle-ci a été sélectionnée par un traitement 

thermique défectueux. La germination des spores a été favorisée par : 

o Le pH des petits pois, voisin de la neutralité, et leur richesse en amidon. 

o Les conditions de stockage et de distribution de ces conserves à une 

température ambiante. 

 

La santé du consommateur constitue un défi majeur pour l’industrie agroalimentaire 

et plus particulièrement la conserverie. Au stade ultime de la fabrication, le produit 

fini, la conserve de petits pois dans notre cas, contient une microflore qui est la 

résultante de son « histoire ». L’obtention de produits de bonne qualité sanitaire 

impose donc : 

 Une mise en boîtes de légumes fraîchement cueillis. 

 Une mise en œuvre de matières premières de bonne qualité microbiologique. 

 Une hygiène rigoureuse au niveau de toutes les opérations technologiques. 

 L’application d’un traitement optimisé prenant en compte l’ensemble des données 

relatives à la thermorésistance des flores pathogènes et d’altération, ainsi que 

celles de la composition du produit. 
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 Un stockage à une température et une humidité convenables durant toute la durée 

de vie du produit afin d’éviter son altération du point de vue organoleptique et son 

oxydation. 

Grave, est le cas des boîtes de conserves de petits pois analysées relativement à une 

conserve altérée qui est habituellement dissuasive vis-à-vis du consommateur. Bien 

que d’apparence normale, et ne relevant aucune modification du contenant et du 

contenu, celles-ci ont été le siège d’un développement microbien dangereux. La 

contamination des conserves à l’étude par des Bacillus mésophiles, constitue donc une 

problématique importante pour ces conserves ayant subi un traitement thermique 

insuffisant et stockées longuement à une température ambiante, favorable à leur 

prolifération.  

La principale voie de transmission de B. cereus à l’Homme est alimentaire. En effet, par 

son abondance dans le sol et la résistance de ces spores, B. cereus peut contaminer 

pratiquement toutes les catégories d’aliments et particulièrement les végétaux. 

B. cereus possède une grande capacité d’adaptation aux nombreux stress qu’il 

rencontre au cours de différentes étapes de fabrication des aliments, notamment la 

stérilisation. Dans toutes les boîtes de conserves analysées, l’abondance des bactéries 

B. cereus, peut donc être considérée comme in indicateur d’une contamination 

tellurique et/ou environnementale (formation de biofilms), non maitrisée par le 

traitement thermique qui leur a été appliqué. 

Il est nécessaire d’éviter que B. cereus n’atteigne un niveau dangereux à la 

consommation, ce qui, suivant la capacité de croissance de B. cereus dans l’aliment, 

peut nécessiter de surveiller le nombre de spores (et de formes végétatives) présentes 

dans les matières premières, en fin de fabrication et/ou au cours de la vie du produit, 

mais aussi dans les équipements de fabrication.  

 

Au terme de notre étude, il apparait que les dangers microbiens les plus pertinents 

dans les conserves de légumes à pH>4,5, en particulier les petits pois, sont les 

bactéries sporulées du genre Bacillus et principalement celles du groupe B. cereus. Ces 

dernières, recouvrent une grande diversité de comportement et virulence, ce qui rend 

très difficile l’identification et la maîtrise du danger qu’il représente dans les aliments. 

En conclusion, la présence de B. cereus, avec risques pour la santé, est utilisée 

aujourd’hui comme indicateur de l’hygiène des lignes de transformation (process). 

Leur première caractéristique est que le traitement thermique d’appertisation s’avère 
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parfois insuffisant pour stabiliser le produit. D’où l’importance de maîtriser la 

contamination en spores avant le traitement assainissant, cette contamination 

provient de la matière première ou résulte d’accumulation et/ou prolifération 

microbactérienne sur la ligne, par exemple dans les zones chaudes ou difficiles à 

nettoyer. C’est pourquoi les entreprises devraient suivre ces contaminations dans les 

matières premières et sur les lignes de production pour identifier les sources de 

contaminations et procéder, si besoin, à des actions correctives, d’où l’importance du 

HACCP (Hazard Analysis Critical Control Point).   

La présence de Bacillus revivifiables, non tolérés par la législation des conserves 

alimentaires, certifie que les boîtes de petits pois analysées, non stables sur le plan 

microbiologique, sont donc commercialement non stériles et par là même, impropres 

à la consommation.  

La sécurité alimentaire est une priorité de santé publique et un enjeu économique 

majeur. Pour ces raisons, avant leur mise en vente sur le marché national, il est 

impératif, pour les laboratoires d’expertise, de renforcer les contrôles de qualité des 

produits finis et les barrières aux importations de ces produits à risques. 

Dans un contexte où l’assurance qualité est un élément incontournable de la stratégie 

du développement industriel, l’intérêt de Bacillus cereus réside dans le fait qu’il est 

présent sur toute la chaîne alimentaire dans des conditions variables. Il est donc un 

bon marqueur pour estimer l’influence des procédés de fabrication alimentaire dans 

l’émergence de micro-organismes sporulés, qui peuvent éventuellement acquérir des 

propriétés pathogènes. En ce sens, B. cereus n’est pas qu’un problème de santé 

publique potentiel, c’est aussi un modèle susceptible de caractériser les bactéries 

pouvant gêner l’innovation des procédés de fabrication industriels. 

En présence de pression sélective due à l’utilisation d’antibiotiques, les bactéries ont la 

capacité d’acquérir et d’échanger entre elles des gènes de résistance à certains 

antibiotiques. Ce potentiel d’échange de gènes n’est pas exclu chez les bacilles du 

groupe cereus tels que Bacillus cereus, B. thuringiensis et B. anthracis qui sont des 

espèces phylogénétiquement très proches. Lors d’infections bactériennes graves, un 

traitement rapide et ciblé avec des antibiotiques appropriés peut être vital. Il est donc 

important de connaître et de suivre l’évolution des résistances aux antibiotiques, afin 

de prévenir l’émergence de résistances multiples au sein de familles de bactéries 

aujourd’hui encore traitables par antibiotiques.   
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PERSPECTIVES 
 

 

 

Au niveau scientifique (recherche) 

Avant d’être reconnu comme un agent d’intoxication alimentaire, Bacillus cereus était 

connu comme un agent d’altération des denrées alimentaires. C’est une bactérie 

particulièrement nuisible pour la qualité gustative du lait et des œufs. Même si ces 

informations laissent penser que d’autres types d’aliments peuvent être altérés par B. 

cereus, ceci n’a cependant jamais été relaté dans la littérature scientifique. Il serait 

donc intéressant de voir quels seraient les effets sur les légumes pour ne citer qu’eux.  

Les bactéries sporulées pathogènes renferment une grande diversité. La virulence, 

l’adhésion aux surfaces dans les ateliers de production et la résistance à la chaleur sont 

extrêmement variables au sein d’une même espèce. Pour cela, une meilleure 

connaissance de l’écologie et de la physiologie de ces bactéries permettra de mieux 

adapter les traitements thermiques de conservation à chaque type de produit et éviter 

ainsi tout problème de santé publique. 

Contrairement à d’autres bactéries (comme les staphylocoques et les entérocoques) 

dont on connait aujourd’hui de nombreux mécanismes de résistance et leur mode de 

transmission, les mécanismes de résistance aux antibiotiques sont encore très mal 

connus chez les Bacillus. Des connaissances plus approfondies sur la biologie 

moléculaire et les systèmes de résistance devraient permettre de détecter les gènes de 

résistance spécifiques aux Bacillus ainsi que de déterminer le potentiel  d’acquisition et 

de propagation des résistances aux antibiotiques de ces Bacillus. 

Au niveau industriel 

En conserverie, au lieu de « matraquer » les produits par des traitements thermiques 

trop sévères, entraînant une dégradation des qualités nutritives et organoleptiques 

des aliments, l’avenir de l’Appertisation est probablement de jouer sur l’application  de 

la théorie des barrières (Hurdle Technology). Cette piste vise à combiner plusieurs 

traitements modérés (acidification de l’aliment combinée à un traitement thermique, 
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par exemple) dont l’action simultanée est plus importante que la somme des effets 

individuels. 

Au niveau du contrôle au laboratoire 

Le recours aux examens microbiologiques de lots de produits finis a longtemps 

constitué l’un des fondements pour assurer la sécurité alimentaire. 

Une analyse microbiologique rigoureuse peut se révéler longue et l’interprétation 

parfois difficile. Pour améliorer ces techniques classiques, les outils de la biologie 

moléculaire devraient permettre de développer des tests diagnostiques  rapides 

,sensibles et quantitatifs pour venir confirmer les résultats obtenus par les méthodes 

traditionnelles. 

La présence d’un germe potentiellement dangereux constitue un risque qu’il est 

important d’évaluer avec précision par la recherche et le dosage des toxines. 

Des prélèvements microbiologiques doivent être effectués avant l’instauration d’un 

traitement antibiotique empirique ainsi que la surveillance des résultats des cultures et 

une rationalisation du traitement antibiotique en fonction des résultats des cultures. 

Au niveau épidémiologique 

La recherche et la prévalence des bactéries sporulées du genre Bacillus cereus dans les 

aliments suspects ne sont pas effectuées au cours d’épisodes de toxi-infection 

alimentaire collective (TIAC) en Algérie, au même titre que d’autres pathogènes. 

Chaque foyer de TIAC doit faire l'objet d'une enquête épidémiologique précoce et 

méthodique nécessitant un recueil soigneux des données cliniques, bactériologiques et 

alimentaires, suivie d'une analyse statistique de ces données facilitée par 

l'informatique. 

L'identification de l'agent responsable, de l'aliment vecteur, de l'origine de sa 

contamination permet de prendre rapidement les mesures qui empêcheront les 

récidives. La déclaration obligatoire de tout foyer de TIAC à l’autorité sanitaire est une 

condition indispensable pour qu’une surveillance épidémiologique soit réalisée au plan 

national. 
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ANNEXE 1 
BASE DE DONNEES DE LA GALERIE API 20E  

POUR LES BACILLUS 
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ANNEXE 2 
BASE DE DONNEES DE LA GALERIE API 50CHB 
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