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RESUME

Tres consommés comme aliments de complément ait&atient maternel,
les bouillies infantiles & base de céréales feréenide mil doivent étre
exemptes de germes susceptibles de provoquer dessinfertions
alimentaires. Ce travail s’inscrit dans cet objecti

Notre méthodologie de travail est basée sur |a#tion des challenge-tests.
Les microorganismes utilisés sormacillus cereus (ATCC 9139) et
Escherichia col(ATCC 25922) issus de la collection de I'instiRdsteur.
Inoculés simultanément dans la farine a différeatapes de fabrication nous
avons examiné leur développement a travers desnmd#ements sur des
milieux sélectifs appropriés.

Il en ressort que lors du processus de décantiipapulation totale aérobie
mésophile chute de 1@& moins de 1 UFC/@. cereuset E. colide 16 a
moins de 1 UFC/g. Au stade de la mouture, la ftotale aérobie mésophile
décroit de 19a 13 UFC/mL,B. cereusetE. colide 16 & moins de 1 UFC/g.
Les essais réalisés apres la cuisson couplée &jour sle 72 heures a la
température ambiante de la pate non fermentée l&®aut renseigné sur la
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présence éventuelle de spores de germes acidetanésiet I'absence de
spores dé. cereus

La fermentation lactique et les bactéries lactigsest bénéfiques pour la
stabilisation des aliments testés. Les différegtsothbrements des bactéries
viables et cultivables donnent des résultats iafgs aux quantités minimales
infectieuses.

Mots-clés :Challenge-test, céréales, fermentation lactiquetédes
pathogenes, hygiéne, qualitéita&e, Bacillus cereus,
Escherichia coli.

ABSTRACT

Study of Bacillus cereusATCC 9139 and Escherichia coli ATCC
25922 behavior using challenge-tests method duringreparation of
traditional millet-based fermented gruels from Ouag@dougou (Burkina-
Faso).

Very consumed as food supplements to breastfeethoited cereal-based
fermented millet must be free of germs capableaokig foodborne illness.
This work is part of this objective. Our work mettabogy is based on the use
of challenge-tests. We us@&hcillus cereugATCC 9139) andescherichia
coli (ATCC 25922) from the collection of the Pasteurstitute.
Simultaneously inoculated at different stages fdri@ving population levels
between 10 and 16 CFU / g, we examined their development through
counting on selective media. It appears that dfterinoculation during the
decanting the total aerobic mesophilic populatiospdrom 16 to less than 1
CFU / g, B. Cereus anf. coli from 10 to less than 1 CFU / g. When
inoculated during milling, total aerobic mesophilicra decreases from 10
to 10° CFU / mL,B. CereusandE. colifrom 1@ to less than 1 CFU / g. Tests
of cooking and leaving 72 hours at ambient tempeeadf the non-fermented
dough inoculated with the strain tests providearnmiation on the possible
presence of spores of acid resistant germs ankdd¢keof spores oB. cereus
Both sets showed that the lactic fermentation aulid acid bacteria are
beneficial for the stabilization of this kind ofdd. Different bacteria counts
viable and cultivable gave results below the minimafectious numbers.

Keywords : Challenge Test, cereals, lactic fermentation, pg#rac

bacteria, sanitation, healthadjty, Bacillus cereus,
Escherichia coli.
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I - INTRODUCTION

On estime que les micro-organismes pathogéenes kasnaliments sont
responsables d’environ 6,5 a 33 millions de tokedtions et de plus de 9000
déces chez 'Homme par an dans le monde [1].

Plusieurs bactéries pathogénes ont été identifiéesme responsables de
troubles liés a I'alimentation chez le jeune enfamgénéral. Ce soBRacillus
cereus [2-4], des souches pathogénesstherichia coli[5], mais aussi
Clostridium perfringensCampylobacter sp, Salmonella, sfperomonas sp,
Shigella sp, Staphylococcus aureus, Vibrio spetistmonocytogend$-9].
Escherichia coliest rencontrée dans la flore intestinale de I'honanmaison
de 16 & 10 UFC par gramme dans les matiéres fécales soit@9% flore
aérobie. De plus en plus, la découverte de nombséwatypes ont permis
d’'indexer cette bactérie comme une des causes ragjedes maladies
entériques. Les toxines produites sont soit soustr@e plasmidique
(hémolysines et entérotoxines) et/ou chromosom(gu®toxine) [10].

Bacillus cereusest présent dans toutes les catégories de pradinitsntaires
a savoir les céréales, les épices, les légumeproelsiits carnés, les produits
laitiers [11] ainsi que dans le sol et I'environreh[2, 12]. Il est responsable
de deux types de symptbmes : le syndrome diarreégue syndrome de
type émeétique [2, 11]. Le niveau de contaminaticansd les aliments
incriminés se situe en général entre* M 10 UFC/g *Y. Tous ces
symptémes conduisent a une déshydratation inteedéomjanisme et a la
perte de l'ingéré, deux effets qui portent gravetrateinte a la santé des
enfants. La toxine émétique trouve dans l'alimeat moment ou il est
consomme. Elle est stable & 126°C pendant 90 nsinate-4°C pendant 2
mois et a des pH compris entre 2 et 11. Elle ®sidtactivité de la trypsine
et de la pepsine. La production d’entérotoxinesrbéques a lieu en phase
stationnaire de croissance généralement avec upelghon par gramme
d’aliment comprise entre 1@t 1¢ UFC [11]. Le siége de la production de
toxines par les bactéries ingérées se trouveraitiz@au de l'intestin gréle.
Ces toxines sont instables entre +4°C et +25°GgseHont totalement
inactivées par chauffage a 56°C pendant 5 minlteglus, les spores de ce
germe sont trés adhésives aux surfaces des mat¢tiaul3] a cause d’'une
forte hydrophobicité et la présence de longs appeadc la surface de ces
dernieres [11] qui les rendent trés difficiles améter par les procédeés
classiques de nettoyage et de désinfection.

L’analyse de la matiere premiere et du procédébledation montre que la
présence de ces germes pathogénes est due a ujenction de
contamination par les ustensiles de cuisine, leéasnées bouillies infantiles
elles-mémes [7] et les additifs [3]. Les contamiora des boulillies
fermentées cuites sont l'effet de manipulationgynd’'stockage et d’un
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conditionnement inadaptés [7]. Les micro-organisme&s cause sont
généralement neutrophiles [14]. Mais certains sapables de résister aux
conditions extrémes telles que les faibles valdarpH des aliments acides et
du suc gastrique, aux températures élevées lorshtmsfages, aux fortes
concentrations en sel [14-17].

Les moyens pour lutte sont multiples. On peut cttietre autres l'effet de
I'élévation de la température [6], la réduction Bactivité d’eau dans
I'aliment [18]. Cependant, ce type de traitemenicarcerne que les formes
végeétatives. Aussi, I'aptitude a sporuler de cedsiespéces telles que
Bacillus cereuset Clostridium perfringensend-elle difficile la lutte contre
ces bactéries pathogénes dans les industries &fimen [19]. La
fermentation est aussi un moyen d’améliorationadgulalité microbiologique
des aliments [9, 20]. Des essais menés avec ces tgpas de pates de
céréales (non fermentées et fermentées) fait tasqae les bouillies a base
de pates fermentées présentent un niveau de cowtion pour les bactéries
pathogénes nettement inférieur [6, 7, 9, 20]. D&s,pbn assignerait a la
fermentation lactique une amélioration de la dipdge des céréales en
réduisant les facteurs anti-nutritionnels et augar@nainsi la disponibilité
des vitamines, des acides aminés essentiels P1-23]. Les produits de la
fermentation lactique sont capables d’abaissealaw du pH en dessous de
4 avec pour conséquence le ralentissement voinét'de la croissance des
micro-organismes responsables de la dégradatiomloesnts [1, 21, 24]. |l
est établi que la multiplication des micro-orgargsnest fonction de facteurs
environnementaux et nutritionnels tels que le pbixylgéne, l'activité de
I'eau, la composition de I'aliment [17, 25-27]. Gaid et al[28] ont montré
gu’il existerait une synergie entre la diminutiampmH et 'augmentation de la
température mais qu'a l'inverse lacidification d’'umilieu chaud réduit
I'effet de la température. A cela, vient s’ajoutere possible interférence
entre les différents germes présents dans le niiplCette “co-habitation”
peut entrainer soit une inhibition de la croissasmié une suppression de la
virulence due probablement a une absence de sgntieda toxine chez
Staphylococcus aure(i2l].

L’étude des voies d'amélioration de la qualité tare des bouillies
infantiles a base de céréales fermentées de miluest exigence pour
préserver la santé des jeunes enfants des paysieedes développement. La
méthode utilisée pour cette étude est la réalisatie “Challenge Tests”
conformément aux recommandations de I'ADRIA (Asation pour le
Développement de la Recherche Agro-Alimentaires)9-32]. Les
microorganismes utilisés soBhacillus cereud ATCC 9139) etEscherichia
coli (ATCC 25922) issus de la collection de l'instiRdsteur.
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Il - MATERIEL ET METHODES
I1-1. Traitement du mil

Les essais ont porté sur de la pate non fermefgéeentée et apres cuisson.
La fermentation a été réalisée naturellement avemil en provenance des
marchés de Ouagadougou (Burkina-Faso). Le milaest & la main avec de
'eau de marque EVIAN et mis a tremper a 30 °C p@nd 8 heures (ratio
grains/eau : 1/1,5 w/v). Les grains trempés sooyds a I'aide d’'un mixeur
THERMOMIX VORWERK (en fonction Turbo durant quatneinutes). La
filtration est la séparation par passage sur unstal® mailles 300 um du
broyat additionné d’eau. Le filtrat obtenu est smihservé a 4°C (pate non
fermentée), soit mis a 30°C durant 18 heures giiivne élimination du
surnageant (pate fermentée). La pate fermentéepmoduite et le surnageant
sont conservés au congélateur a —20°C. Avant chaiijigation, la quantité
nécessaire est prélevée et réchauffée a la temmpramnbiante (25 °C) (30
minutes pour la pate non fermentée et 24 heureslp@ate fermentée).

Pour la cuisson de la pate fermentée (étape ulienransformation), deux
volumes de surnageant (2/1 v/v) sont portés a iéballpendant 6 a 10
minutes puis, on y additionne lentement un volureepéte fermentée. Le
mélange est agité a l'aide d’'une spatule durant&1b minutes. Pour la
cuisson de la pate non fermentée, celle-ci esepat70 — 75 °C pendant 20
a 25 minutes.

[1-2. Les souches bactériennes

Deux souches bactériennes pures de la Collectidtnd&tut Pasteur ont été
utilisées. Ce sont :

- Bacillus cereusouche ATCC 9139 [24],

- Escherichia colisouche ATCC 25922 [32] Il s’agit du sérotype O6
appartenant au groupeks$cherichia colientéro-toxique [10].

11-3. Les milieux de culture

Nous avons utilisé les milieux suivants : la gél@mumbia (Biorad Ref :
64674), la gélose poBacillus sp[33], la gélose Plate Count Agar (PCA)
(Fluka Ref : 70152), le bouillon nutritif (Difco Re234000), I'eau peptonée
tamponnée (Biorad Ref : 64334), de I'eau physiajogi[10], la gélose ECD
MUG (4-Methylumbelliferyl B-D-GlucuronideEscherichia coli) (Fluka
Ref : 44657) [34], la gélose Mannitol-Yolk-Polympx(MYP) (Biorad Ref:
69604) additionnée de sulfate de polymyxine (SigRef: P-4932) et
d’émulsion de jaune d’ceuf (Sigma Ref : E-7899) [2].
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La préparation des milieux est conforme aux inébicest de vente.

Pour la revivification des souches en provenancElmgitut Pasteur, elle a
été conforme aux exigences du fournisseur. Pazailleht, on réalise des
isolements sur boites de Pétri de milieu de raeaiion (gélose Columbia ou
gélose pouBacillus sp) Les colonies isolées sont mises en culture élasg
Columbia ou gélose pouBacillus sp. incliné et conservé a l'abri de la
lumiere au réfrigérateur a 4°C.

Pour la numération des bactéries testées, soit flenhate non fermentée ou
20 g de pate fermentée sont prélevées. Les dikitbomt réalisées dans de
'eau physiologique stérile et homogénéisées (¥prt®n ensemence en
surface trois boites de Pétri contenant les millRrGA, MYP, et ECD MUG
avec 0,1 mL de dilution. Ces milieux servent refigement pour le
déenombrement de la flore totale aérobie mésopHieBacillus cereuset
d’Escherichia coli

» Flore totale aérobie mésophile

Le milieu PCA est incubé a 30 °C pendant 24 heuredlétant la qualité
microbiologique générale d’'un produit naturel aiwmgie le suivi de son
évolution, toutes les colonies sur milieu PCA smrhptées.

» Bacillus cereus

-Sur milieu PCA

Le milieu PCA est incubé a 30 °C pendant 24 heukes. colonies de
Bacillus cereussont de grandes tailles (& > 0,5 mm) irréguliériedep et
blanchatres.

-Sur MYP

Quant au milieu MYP les colonies 8acillus cereusont rugueuses, seches,
[rl%]ses (mannitol-) et entourées d’un halo de pré&ciganchatre (Iécithinase+)
-Spores

Pour le dénombrement des sporesBdeillus cereuson traite I'échantillon
pendant 10 minutes a 80 °C pour détruire les formgggtatives. On laisse
reposer a la température ambiante pendant 72 hemeed de réaliser les
dilutions et étalement sur MYP.

» Escherichia coli

-Sur milieu PCA

Le milieu PCA est incubé a 44°C pendant 24 heutess colonies
d’Escherichia colsont de petites tailles rondes, brillantes et ates.

-Sur ECD MUG

L’incubation est faite a 44 °C sur milieu ECD MU®mulant 24 heures. Les
boites de Pétri sont examinées sous lumiére uitsketie. Les colonies
entourées d’'un halo de fluorescence bleue sonupréss étre celles B.
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coli. Car sur ce milieu, cette bactérie possede uneitacp-glucuronidase.
Cette enzyme catalyse [I'hydrolyse du 4-Methylumfeil [ -D-
Glucuronide (incolore) en méthylumbelliférone (ftascent)
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mesurer rapidement les populations microbiennedirere revivification
juste avant 'ensemencement des pates. La mesuaetaidbidité des cultures
microbiennes répond a ces exigences. Pour les deughes, la relation
UFC/mL = f(Aso0) est linéaire de 0 a 0,40 unité d’absorbance,t dedire
jusqu’a ce que le niveau de population maximal attgint dans le bouillon
nutritif dans ces conditions de culture.

[1I-2. Challenge tests
[1I-2-1. Sur la pate non fermentée

La contamination des farines peut intervenir afamhentation et permettre
aux souches pathogenes de s’adapter aux conditionslieu et se maintenir
dans le produit fermenté a des niveaux de populaidfisamment élevés
pour constituer un danger pour la santé des consoeuns. Pour étudier le
comportement des deux souches tests lors de tefte, érois challenge-tests
ont été réalisés a une semaine d’intervalle. Lasx ggemiers essais ont
utilisé le méme lot de petit mil. \ )
Pour chaque essai, trois fermenteurs ont été idectintre la et la 6™°
heure, les produits fermentés ont subi une cuidso®5 minutes a 75 °C. Le
dernier dénombrement (apres 72 heures) est fagsapaitement thermique
du produit fermenté a 80 °C pendant 10 minutes péjsur a température
ambiante (72 heures). Les niveaux d’inoculationcalae soucheE. coli
ATCC 25922 et deB. cereusATCC 9139 sont suffisamment élevés pour
constituer un danger pour la consommation.

Les résultats sont consignés dans Hagures 1, 2et 3. Si 'on compare
I'évolution du pH au cours des trois essais, oreples une bonne cinétique
d’acidification eu égard a la chute du pH. Il easg¢ de d’environ 5 a 4, 4
heures aprés I'inoculation par les souches tests.

Concernant I'évolution la flore totale aérobie n@ste (Figure 1), on
observe un niveau de population initial voisin @ WFC/mL pour chaque
essai. Ces niveaux se maintiennent a des valelasveenent constantes
pendant les premiéres heures pour décroitre rapiaepar la suite. L'effet
de lacidification sur la flore totale aérobie mpbkie rend compte de
I'inhibition de la croissance, voire la destructiales germes bactériens
sensibles a I'acidité et aux acides produits penldafermentation et a toutes
autres substances microbiennes produites par ledérles lactiques
responsable de la fermentation.

Pour cette série d’essais, le traitement thermé&guaee diminution de pres de
6 log décimaux pour laisser un niveau de populatiérobie mésophile de
10* UFC/mL ; niveau qui reste stable 72 heures & teapée ambiante.
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Un traitement thermique de 80 °C (mesuré a cceum)lgre 10 minutes est
efficace pour détruire les formes végétatives dmstévies mais insuffisant
pour conduire a la destruction des spores bactégen

Les dénombrements des germes totaux aérobies nilésogir milieu PCA
aprés 5 heures de fermentation ou apres cuisseerigaent sur la présence
éventuelle de spores bactériennes dans le prodQis spores
thermorésistantes, acidorésistantes se maintie@ngntniveau constant dans
le produit fermenté cuit. Sur le milieu PCA, leoss capables de germer
conduisent a la formation de colonies.

Log(CFU/mL) pH
1,0E+10 5,50
1,0E+08

-+ 5,00
1,0E+06
- 4,50
1,0E+04 —~
-4 4,00
1,0E+02 +
1,0E+00 t t t t t t t 3,50
N N 9 % ™ 5 & N
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Figure 1 : Evolution de la flore totale aérobie més ophile etdu
pH en fonction du temps
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Figure 2 : Evolution de B. cereus ATCC 9139 etdu p  H en fonction du temps
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Figure 3 : Evolution d'E. coli ATCC 25922 et du pH  en fonction du temps

Les évolutions des populations des deux souchesltes de la fermentation
(Figures 2 et 3) montrent que [lacidification du milieu entraineneu
diminution des deux populations. La diminution dpspulations est
étroitement corrélée a la diminution du pH. Quaad/dleur du pH est au
voisinage de 5, ce qui est le cas en début d’elesapopulations des deux
souches tests varient peu. Par contre, des vatlurgH proches de 4,5
entrainent aussitét une forte diminution des pdpra. Pour les deux
souches tests, un pH de valeur 4, conduit & unendimn rapide et
importante des populations pouvant former des ¢eosur les milieux de
dénombrement utilisés.

Apres cuisson et incubation a température ambigernielant 72 heures, on ne
dénombre aucune colonieEd’ coli ni de B. cereussur les milieux utilisés.
Cette absence de populations de la souchB.dmreusATCC 9139 aprés
cuisson et incubation de 72 heures a la tempérammigante renseigne sur
I'absence de spores & cereudans le milieu.

[11-2-2. Sur la pate fermentée
Deux essais espacés d’'une semaine ont été réaliségle la pate fermentée

préparée avec le méme lot de mil. Les résultatsibostrés par les-igures
4, 5et 6.
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Figure 4 : Evolution de la flore totale aérobie mésophile dans une pate de mil
fermentée
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Figure 5 : Evolution de B. cereus ATCC 9139 dans une pate fermentée de
mil
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Figure 6 : Evolution d' E. coli ATCC 25922 dans une pate fermentée de mil
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L’évolution de la population aérobie mésophile apmécubation des deux
souches tests a été analysée sur milieu FEgule 4). Chaque point est la
moyenne des populations de trois lots de pate fe@renoculés a partir de
la méme pré- culture des souches tests. Entré™aeb la 6™ heure aprés
inoculation, les pates fermentées inoculées ontiétés.

Le niveau de population initial est élevé {10FC/g). Il correspond a la
somme des populations présentes dans les patesnitéies, en particulier les
bactéries lactiques responsables de la fermentdéda farine de mil et des
deux souches tests. Les bactéries lactiques pefvenér des colonies sur
milieu PCA.

Pour les deux essais, la population totale se main& son niveau initial
pendant deux a trois heures puis chute rapideraararticulier lors du%2'*
essai pour lequel, on note I'absence d’unité forncatonies 5 heures apres
I'inoculation dans les boites de Pétri de milieuAPedrrespondant a la plus
petite dilution (absence dans 0,02 g). Apres lasan, pour les deux essais,
on observe I'absence de germes totaux aérobiespmiés dans 0,02 g de
pate.

Dans un milieu fermenté, le niveau de la populaties bactéries lactiques se
maintient & un niveau élevé pendant des duréesisupEs a plusieurs jours
voire a plusieurs semaines a des températuresieaisi +4 °C.

Dans notre cas, la pate fermentée pendant 18 hpavesatteindre un pH de
3,8, puis congelée lentement et stocké a -20 °C,réchauffée a la
température ambiante 24 heures avant les essaisnpgulée. Ces différents
traitements thermiques ont sans doute altéré |diltéa des bactéries
présentes dans la pate fermentée.

L’évolution des populations de la soucle cereusATCC 9139 apres
inoculation de la pate fermentée a été suivie sliemMYP (Figure 5). Le
comportement de la souche Bacillus cereusest trés similaire d’'un essai a
I'autre. On observe une forte décroissance deslatipos des I'inoculation
d’environ 8 réductions décimales. L'effet de lassgin ne peut étre estimé
car le protocole utilisé pour le dénombrement nenpé pas de dénombrer
des6 populations a des niveaux inférieurs a 1 Uki@fg 0,02g de la dilution
10”.

Les résultats des dénombrements de la so&cheoli ATCC 25922 sont
montrés dans ld&igure 6. Lors des deux essais successifs, la population
diminue rapidement pour passer d& W&FC/g & moins de 1 UFC/g dans 0,1
mL de la dilution 18 deux heures aprés I'inoculation.

Les deux essais confirment bien la protection quefere la fermentation
lactique vis a vis des deux contaminants bactériat®duits a des niveaux
de population trés élevés (1OFC/g), en regard des niveaux pouvant é&tre
atteints lors de contaminations accidentelles.
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Deux heures apres I'inoculation, les populationdBegereuset E. coli sont
trés éloignées des valeurs de doses minimaledimises soit TOUFC pour

B. cereuset 1¢ UFC pour E. coli (voire 1¢ UFC pour les souches
entérohémorragiques).

En dehors de tout autre mécanisme, la valeur dudeH3,8 de la pate
fermentée est en elle-méme une barriere efficaes. désultats obtenus
montrent clairement que la fermentation lactiquemmt effectivement
d’abaisser les niveaux de la population en desslmss doses minimales
infectieuses pouE. coli ATCC 25922 quand le pH se rapproche de 4 et
guand la valeur du pH est proche de 4,5 fiuwereusATCC 9139.

IV - CONCLUSION

Les challenge-tests réalisés avant la fermentat®ha pate ont montré un
effet bénéfique de la réduction du pH sur la désiamce de la population des
germes testés. La cuisson réalisée en fin de feati@m conduit a 'absence
de spores dB. cereus

Les résultats obtenus en utilisant la pate ferneenté montré que I'acidité
de la pate entrainait une chute plus rapide deolaulation des germes
inoculés lorsque I'inoculation a lieu en milieu Gei

Ces résultats confirment l'intérét de la fermewtatiactique et des bactéries
lactiques pour la stabilisation des aliments. Le, i présence d’acides
organiques a des concentrations élevées, de lmité&s, etc... issus du
métabolisme des bactéries lactiques protegent lieeeras fermentés des
contaminations pouvant étre néfastes pour le jeansommateur.

Le stress acide pouvant modifier le métabolisme sieches microbiennes
pour les rendre viables mais non cultivables, ilpame d'utiliser des
méthodes de revivification plus sensibles. A ceetita PCR (Polymerase
Chain Reaction) quantitative en temps réelle esemiellement capable
d’étudier la diversité microbienne d’'un milieu et duantifier chacune des
populations microbiennes présentes. A un moindréit,cda DGGE
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) permebbténir aussi ces
résultats. L'étude de I'incidence de I'état phys@tjue des souches tests, sur
leur aptitude a résister aux conditions du miliengriterait d’étre aussi
étudiée.
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