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Introduction

La qualité microbiologique des aliments est un élément essentiel, représentant un défi
considérable pour assurer une alimentation saine et nutritive. La disponibilité d’aliments sains
et nutritifs est I'un des droits fondamentaux de 1’€tre humain, et un facteur essentiel pour son
état de santé adéquat (Nicklin et al., 2000).

Les produits de boulangerie sont les aliments de base importante dans la plupart des
pays et des cultures. Les produits de boulangerie et les céréales sont une source précieuse de
nutriments dans notre alimentation, nous fournissant la plupart de nos calories alimentaires et
environ la moitié de nos besoins (Saranraj et Geetha, 2012).

Le pain occupe une place fondamentale dans 1’alimentation humaine. I1 est I’aliment

traditionnel de base de nombreuses cultures. En Afrique, les populations du Maghreb en sont
les plus grands consommateurs (Kone et al., 2020).

En microbiologie alimentaire, il est plus important de rechercher I’absence ou la
présence de germes et d’étre en mesure de dire si le produit est conforme ou non aux normes
de la consommation humaine (Lightfoot, 2002). La réglementation concernant la sécurité
alimentaire et I'nygiene se concentrait principalement sur le contréle de la matiére premiere
jusqu'au produit final, dans le but de garantir la conformité aux normes de sécurité et de
qualité (Becila, 2009).

Ce travail a pour objectif d’évaluer la qualité microbiologique de quelques échantillons
de pain commercialisé dans la région de Biskra, par la recherche et le dénombrement de flore
aérobie mésophile total, coliformes totaux, Escherichia coli, Clostridium sulfito-réducteurs,

Staphylococcus aureus, Salmonella et flore fongique.
Nous avons structurés notre mémoire en quatre chapitres interdépendants :

Le premier et le second chapitre, strictement théoriques, rassemblant d’une part des

généralités sur le pain commercialisées ainsi que sa qualité microbiologique.

Le troisieme chapitre est consacré aux matériels et aux méthodes et aux techniques

employées pour la réalisation de ce travail pour la recherche et le dénombrement des germes.

Le quatrieme chapitre analytique traite et discute les différents résultats de notre étude

pratique. Et on termine par une conclusion.
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Chapitrel Généralités sur le pain commercialisé

1.1.Définition du pain commercialisé
La définition du mot pain tient en quelques mots « Aliment fait de farine pétrie et cuite
» (Soumoy et Lisse, 2022).

Le pain est généralement formulé & partir de farine de blé, d'eau, de levure et de sel. Des
ingrédients tels que de la farine sans blé, du sucre, des enzymes, des conditionneurs de pate,
des vitamines et des minéraux peuvent également étre ajoutés pour améliorer la qualité

sensorielle, texturale et nutritionnelle.

Le pain est I'un des aliments les plus couramment consommés, avec une consommation
moyenne mondiale par habitant allant de 41 a 303 kg/an et c'est donc une source principale
d'énergie et de nutrition pour I'nomme (Villarino et al., 2016).

1.2.Paramétres de la panification
Plusieurs ingrédients peuvent étre utilisés pour la fabrication du pain dont les plus

importants sont la farine, la levure et I'eau (Giannou et al., 2003).
1.2.1. Farine

La plus importante matiére premiere. C'est I’ingrédient principal entrant dans la

fabrication du pain. Sa qualité conditionne la réussite du pain (Shapter, 2007).
1.2.2. Levure

La levure de boulanger est souvent attribuée aux principales propriétés du processus de
fermentation, ces propriétes sont : 'augmentation du volume du pain due aux gaz dégages lors
de la décomposition des glucides, I'évolution de la texture et de la structure du pain par la
bonne maturation de la pate, la libération de substances aromatiques, de dioxyde de carbone et

d'éthanol, formant la saveur unique du pain (Zinedine, 2004).
1.2.3. Eauet Sel

L'eau est un ingrédient essentiel pour la formation de la pate et sa fluidite. 1l est
responsable de la dispersion des cellules de levure et de la dissolution des sucres et des sels
(Giannou et al., 2003).

Dans la production de pain, le sel a un effet profond pendant la transformation et sur les
caractéristiques du produit final, un élément important dans la perception du goQt du pain, sa

couleur et sa conservation ( Jourdren, 2017).

Ainsi selon Jourdren (2017) les différents ingrédients entrant dans la composition du

pain jouent chacun un réle dans la formation de la structure et des composés aromatiques du

2
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pain. Les caractéristiques finales du pain vont cependant étre impactées bien plus fortement
par les différents paramétres du procédé de panification (temps de pétrissage et de

fermentation, température de cuisson...) que par la qualité des ingrédients.

1.3. Différentes étapes du procédé de panification

Les différents procédés de panification varient surtout dans la maniere dont les
ingrédients de la pate sont mélangés (Cauvain et Young, 2011).

Les différentes étapes du procédé de panification peuvent étre réparties en trois grandes
catégories : le pétrissage, la fermentation et la cuisson (Figure 1).

Ingrédients: Farine, Eau,

Levure. Sel Additifs Obijectif de I'étape Conditions standards
_‘ L
Frasage Mélange des ingrédients Vitesse lente
L1 T
Pétrissage Obtention d'une pate Vitesse rapide
L — [
. : . Température : 20 — 25°C
Pointage 1¢r¢ fermentation P N )
Temps : 0 a plusieurs heures
1 L
Pesée et division Préparation des patons -
’l
Faconnage Forme finale des pains -
I — T
Apprét 2&me fermentation Tempeérature 20 __ZSQC
, Temps : une a plusieurs heures
Scarification Coups de lame en surface pour guider i
I"évaporation de I'eau a la cuisson
\ |
Cuisson Génération des caractéristiques Température : 200 a 220°C
finales du pain Temps : 15 a 30 min
A [
Ressuage Refroidissement du pain A température ambiante
= Pétrissage
PAIN * Fermentation
Cuisson

Figure 01: Etapes des procédées de panification

La premiére étape est le pétrissage, dans ce processus, la farine et I'eau sont d'abord
mélangées (broyées) a basse vitesse. Ajoutez ensuite le reste des ingrédients et mélangez a
grande vitesse jusqu'a l'obtention d'une pate. La pate est ensuite laissée au repos pendant le

processus de fermentation, qui est la premiére étape de la fermentation. La pate initiale est
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ensuite divisée en patons et mise en forme. C'est cette étape qui va donner au pain sa forme
définitive, vient ensuite de la seconde étape de fermentation dite de levée, suivie de I'étape de
grattage des patons (le boulanger tapote des tranches de péate avec des lames pour permettre a
la vapeur d'eau de s'évaporer pendant la cuisson et d'éviter que les pains ne se déforment),
juste avant de les mettre au four pour les cuire. La derniére étape avant de servir est le
refroidissement, permettant au pain de revenir a température ambiante. Cette étape prendra

environ une heure selon la forme du pain ( Jourdren, 2017).

1.4. Qualité nutritionnelle et microbienne du pain a la farine de blé

Les céréales et les produits alimentaires de boulangerie apportent suffisamment de

nutriments et d'énergie pour les besoins quotidiens.

Les produits de boulangerie répondent a différents besoins en nutriments, a savoir les

protéines, les glucides, les lipides, les minéraux et les vitamines (Saranraj et Geetha, 2012).

Le pain et la farine de blé occupent un bon pourcentage du modele de consommation
alimentaire quotidienne, jusqu'a cinquante pour cent de I'énergie totale requise est obtenue a

partir d'un seul pain.

Selon le point de vue microbien, on pense que les microbes pathogenes peuvent
survivre pendant une longue période au lieu d'arréter leur croissance sous une activité aussi

faible de I'eau.

Les produits alimentaires cuits au four et les grains céréaliers qui sont stockés dans des
conditions de stockage inappropriées peuvent contribuer a la multiplication de divers
microbes pathogénes. Microbes pathogénes (par exemple, Escherichia coli, Salmonella spp,
autres microbes d‘altération des aliments) . Outre la croissance bactérienne, la croissance de
moisissures dans la farine est familiere pour dégrader considérablement la qualité de la farine
et du pain (Ali Zaber, 2022).

1.5. Détérioration du pain commercialisé

La durée de conservation est généralement définie comme le temps pendant lequel un
produit alimentaire reste sOr et conserve les caractéristiques sensorielles, chimiques,
physiques et microbiologiques souhaitées lorsqu'il est stocké dans les conditions

recommandées (Giménez et al., 2012).

Les détériorations peuvent étre de plusieurs types :
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- Micro-organismes : est souvent le principal facteur limitant la durée de

conservation des produits & humidité élevée et intermédiaire.

- Physique : la perte deau et le gain dhumidité peuvent provoquer des
changements de texture, et méme favoriser la détérioration physique et chimique.

- Chimique : caractérisé par la dégradation des lipides, provoquant une odeur
désagréable, rendant le produit inacceptable et réduisant la durée de conservation
(Smith et al., 2004).

Il existe différents types de modifications de produits qui peuvent limiter la durée de
conservation des aliments. Essentiellement, la durée de conservation d'un aliment dépend de
quatre facteurs principaux, a savoir la formulation, la transformation, l'emballage et les
conditions de stockage. Les quatre facteurs sont essentiels, mais leur importance relative

dépend du caractere peérissable de l'aliment. (Gali¢ et al., 2009).
1.6. Risque pour la santé
Les risques pour la santé se répartissent en trois catégories :

1 - Contamination initiale des matiéres premiéres et produits secondaires livrés pendant

le stockage, la fabrication et la manipulation.

2 - Interruption de la chaine du froid ou refroidissement inadéquat entrainant la

prolifération de micro-organismes déja présents dans le produit.

3 - Survie des micro-organismes apres une cuisson insuffisante, c'est-a-dire non-respect
des critéeres de couple temps/température nécessaires pour garantir I'hygiéne du produit
(Millet et Cabut , 1997).

b
e

Figure 2: Pain commerciale (site web)
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2.1. Sources de micro-organismes dans les aliments
Les micro-organismes alimentaires ont trois sources possibles :

-1l préexistait dans la matiére premiere ou dans l'aliment avant toute manipulation ou

modification
-1ls sont introduits accidentellement lors de la manipulation ultérieure des aliments

-lls sont ajoutés volontairement (Joffin et Joffin, 1999). Cet effet peut provenir du
matériel et de I'eau de lavage non stérile, ou de la peau, de la bouche, des vétements du
manipulateur, ou de la poussiére dans l'air, ou d'insectes comme les mouches, qui sont de trés

dangereux porteurs de micro-organismes (Ait abdelouahab, 2007).
2.2. Facteurs affectant la croissance microbienne

Divers facteurs affectent la croissance et la survie des micro-organismes dans les
aliments. Ces facteurs peuvent étre intrinseques comme les propriétés de l'aliment ou du
micro-organisme lui-méme, ou extrinseques comme celles de I'environnement (Tewari et
Juneja, 2008).

2.2.1.  Environnement intrinseque

2.2.1.1. Acidité, pH et pouvoir tampon

Les aliments dont le pH est inférieur a 4,6 sont appelés aliments trés acides et ceux dont
le pH est supérieur a 4,6 sont appelés aliments peu acides. Cette limite a été fixée parce que
dans les aliments dont le pH est inférieur a 4,6, les spores de Clostridium botulinum ne
peuvent pas sporuler et produire de toxine. Le pH optimal pour la croissance des micro-
organismes est proche de la neutralité (pH 7) et la plupart des bactéries ne se développent pas

en dessous de pH 4,6 (Tewari et Juneja, 2008).

Tableau 1. Plages de croissance de microorganismes au pH

Microorganisme Les plages de croissance pH optimal
Bacteéries a gram positif 4,0a8,5 6,0a8,0
Bactéries a gram négatif 45a9,0

Levures 2,0a85 452a6,0
Moisissures 15490 35a4,0
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2.2.1.2. Activité de I’eau (aW)

L'eau est souvent le principal constituant des aliments. Mé&me les aliments relativement
«secs» comme le pain contiennent généralement plus de 35 % d'eau (Dilbaghi et Sharma,
2007).

Les besoins en eau des micro-organismes dans les aliments sont généralement décrits en

termes d'activité de I'eau (aW) de l'aliment (Hamad, 2012).

Selon la réglementation, si la valeur de l'activité de I'eau d'un aliment est inférieure a
0,85, il est généralement considéré comme inoffensif. En effet, en dessous d'une activité de
I'eau de 0,91, la plupart des bactéries, y compris les pathogénes tels que Clostridium
botulinum, ne peuvent se développer. Mais I'exception est Staphylococcus aureus, qui peut
étre inhibé dans des conditions anaérobies avec une valeur d'activité de l'eau de 0,91. La
plupart des moisissures et des levures peuvent se developper a une valeur minimale
d'activité de lI'eau de 0,80. Ainsi, les aliments secs comme le pain sont généralement gatés
par la moisissure plutdét que par les bactéries. En général, les micro-organismes ont un
besoin en activité en eau décroissant dans I'ordre suivant : bactéries > levures > moisissures.
En dessous de 0,60, aucune croissance microbienne n'est possible (Dilbaghi et Sharma,
2007).

2.2.1.3. Teneur en éléments nutritifs

Certains nutriments de base sont nécessaires aux micro-organismes pour la croissance et
le maintien des fonctions métaboliques. Ces nutriments comprennent l'eau, une source

d'énergie, l'azote, les vitamines et les minéraux.

Les micro-organismes d'origine alimentaire peuvent fournir de I'énergie a partir de

glucides, d'alcools et d'acides aminés (Preetha et Narayanan,2020).

Certains micro-organismes sont plus exigeants dans leurs besoins nutritionnels que
d'autres. En général, les bactéries Gram positives sont plus exigeantes dans leurs besoins

nutritionnels (Tewari et Juneja, 2008).
2.2.1.4. Potentiel redox (Eh)

Le potentiel redox (Eh) ou potentiel d'oxydo-réduction est défini comme le rapport entre
le pouvoir oxydant total (accepteur d'électrons) et le pouvoir réducteur total (donneur

d'électrons) d'un aliment. Généralement, les bactéries aérobies peuvent mieux tolérer des
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valeurs (Eh) plus élevées que les anaérobies qui nécessitent des valeurs (Eh) négatives pour

leur croissance (Tewari et Juneja, 2008).

2.2.2.  Environnement extrinséque

2.2.2.1. Température de conservation

Le contenu microbien dans I'environnement de stockage affecte directement la durée de
conservation des produits de boulangerie. La température et I'humidité influencent
grandement la production de toxines par les moisissures, car ces microbes ont tendance a se
développer principalement a 25-30 °C avec une humidité relative supérieure a 90%. Les
conditions optimales de refroidissement du pain étaient une température de l'air de 20°C
(Qian et al.,2021).

2.2.2.2. Humidité relative de I'environnement

Il existe une relation entre la température et I'humidité qu'il convient de garder a l'esprit.

En général, plus la température est élevee, plus I'numidité relative est faible et vice-versa.

Les aliments dont la surface se détériore a cause des moisissures, des levures et de
certaines bacteries doivent étre entreposés dans des conditions de faible humidité relative pour

augmenter leur durée de conservation (Dilbaghi et Sharma, 2007).

2.3. Germes responsables de la détérioration du pain commercial
2.3.1.  Flore aérobie mésophile total (FTAM)

La flore aérobie mésophile comprend des micro-organismes qui forment des colonies
dénombrables lorsqu'ils sont propagés dans des conditions de laboratoire définies (Ghafir et
Daube, 2007). Ce groupe représente tous les micro-organismes qui peuvent se développer en

présence d'oxygene et a des temperatures allant de 20 a 37 °C (Rachedi et al., 2021).
2.3.2.  Les coliformes totaux

Les coliformes totaux ont été définis comme toutes les bactéries aérobies ou anaérobies
facultatives, Gram-négatives, non sporulées, oxydase-négatives, en forme de batonnet qui ont
la capacité de fermenter le lactose avec formation de gaz et d'acide en 48 h a 35 °C (Naidoo et
Olaniran, 2014). lls sont couramment utilisés comme indicateur bactérien de la qualité

sanitaire des aliments et de I'eau et considérés comme un indicateur de pollution microbienne
(Saranraj et al., 2012). Ces bactéries vivent dans l'intestin humain et animal et comprennent

plusieurs espéces de la famille des Enterobacteriaceae, appartenant aux genres Escherichia,
Citrobacter, Klebsiella et Enterobacter (Naidoo et Olaniran, 2014).
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2.3.3.  Escherichia Coli

Escherichia coli fait partie de la famille des Enterobacteriaceae. Ce sont des batonnets
courts et mobiles avec des flagelles péritriches, Gram-négatifs, non sporulés et oxydase-
négatifs. La multiplication a 44 °C (optimal 40°C et extrémes 45,5°C). En tant qu'espéce
anaérobie facultative prédominante dans l'intestin et les matieres fécales, la présence d'E. coli
dans les aliments et l'eau est considérée comme un signe de contamination fécale (Salifou et
al., 2013).

2.3.4.  Staphylococcus aureus a coagulase positif

Le Staphylococcus aureus a Gram positif est un agent pathogene bactérien majeur
souvent impliqué dans les intoxications alimentaires en raison de son taux éleve de portage
cutané et nasal humain, de sa propagation efficace dans l'air et de sa forte survie dans les
fomites (Le et al., 2021). Il est immobile et positif pour la catalase et la coagulase (Yves et al.,
2003).

2.3.5.  Clostridium sulfito-réducteur

La majorité des Clostridium spp pertinents pour l'industrie alimentaire possédent la
capacitée métabolique de réduire le sulfite en sulfure dans des conditions anaérobies pour
générer de I'énergie cellulaire ; leur présence dans I’aliment est un indicateur de

contamination fécale éventuellement ancienne ( Doyle et al., 2015 ; Joffin et Joffin, 1999).
2.3.6. Salmonella

La salmonelle est une bactérie Gram-négative en forme de batonnet qui appartient a la
famille des entérobactéries. C'est I'un des agents pathogénes d'origine alimentaire les plus
courants et il a été considéré comme une menace importante pour la santé publique (Islam et
al., 2019).

2.3.7. Levures et moisissures

Les spores fongiques sont les principales coupables de la détérioration du pain et des
produits de boulangerie (Garcia et Copetti, 2019). La levure est une cause beaucoup moins
importante, mais la croissance de lI'une ou l'autre peut causer une détérioration de la surface.
La détérioration des denrées périssables par ces microbes est généralement un signe que la

nourriture a simplement été stockée trop longtemps.(Sperber et Doyle 2009).
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2.4. Maladies transmises par le pain commercial
2.4.1. Intoxication

L'intoxication alimentaire est un ensemble de symptdmes causés par la consommation

d'aliments contaminés par des bactéries (Aljamali et al., 2021).

L'une des raisons de la contamination des aliments est la présence de bactéries ou de
leurs toxines dans les aliments, qui sont également produites par des toxines animales, des
produits chimiques, des additifs, etc. L’empoisonnement alimentaire au staphylocoque et

clostridium est un exemple (Flesch et al., 1998).
2.4.2. Infection

Une infection d'origine alimentaire survient lorsqu'un individu ingere des aliments
contenant des microbes nocifs. Ces micro-organismes se développent dans le tractus gastro-
intestinal humain et sont responsables d'un éventail de maladies. Certains types de bactéries

peuvent causer des maladies par infection.

Les especes bactériennes entrainant des maladies d'origine alimentaire comprennent

Salmonella, Escherichia coli (Sharif et al., 2018).
2.4.3.  Toxi-infection alimentaire

Individuelles ou collectives, les toxi-infections alimentaires (TIA) résultent de la
transmission d'infections a I'homme par les aliments. L'attaque microbienne peut étre liée aux
propriétés invasives du micro-organisme et/ou aux produits toxiques qu'il est capable

d’élaborer au cours de sa croissance.

Un foyer de toxi-infection alimentaire collective (TIAC) est defini par I'apparition d'au
moins deux cas d'une symptomatologie, en général digestive, dont on peut rapporter la cause a

une méme origine alimentaire (Esbelin, 2009).
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3.1. Objectif du travail

L'objectif général de ce travail est d'étudier I'hygiene dans les boulangeries
commerciales de maniére sequentielle dans la région de Biskra. De maniére spécifique pour
rechercher et dénombrer certains types de micro-organismes et identifier les agents

microbiens présents dans le pain commercial.

3.2. Matériel de laboratoire
L’ensemble des milieux de cultures, réactifs, instruments et appareillage seront cités au

fur et @ mesure de leurs utilisations.

3.3. Méthodologie
3.3.1.  Echantillonnage et prélévement
Dans le but d’évaluer la qualité microbiologique des échantillons prélevés, nous avons

sélectionné de facon aléatoire deux grandes boulangeries dans la région de wilaya de Biskra
dans la période entre fins d'avril et début mai. Dans chaque boulangerie, deux baguettes de
pains ont été prélevées par différents sites comme suit : 1 baguette au sort du four au-dela de

deux heures et 1 baguette au niveau de point de vente que la boulangerie le distribuer.

Ces échantillons ont été prélevés dans des sacs stériles et mis dans une glaciere
contenant carboglace puis immédiatement convoyés au laboratoire pédagogique de
département de science de la nature et de la vie de 1'université de Biskra pour les analyses

microbiologiques.

Tableau 02: plan d’échantillonnage

BOULANGERIE 1 | BOULANGERIE 2 Nombre des
échantillons
Au sort du four F1 F2 2
Point de vente P1 P2 2
Nombre des 2 2 4
échantillons

F1 : I’échantillon collecté au sort de four de la boulangerie 1.

P1 : I’échantillon collecté au niveau de point de vente de la boulangerie 1.

F2 : I’échantillon collecté au sort de four de la boulangerie 2.

11
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P2 : I’échantillon collecté au niveau de point de vente de la boulangerie 2.

3.3.2.  Analyse microbiologique des échantillons collectés
Le développement des normes internationales est généralement réalisé par le Comité

technique de I'lSO, qui est une organisation internationale de normalisation.

La norme fournit des lignes directrices pour le dénombrement des micro-organismes

dans les produits destinés a la consommation humaine et animale.

Les méthodes de dénombrement utilisées dans cette étude sont définies par cette
organisation. Ainsi, nous nous sommes inspiré des normes AFNOR (Association Francaise de
Normalisation).

3.3.3. Germes recherchés
Pour chaque échantillon, I’analyse microbiologique a concerné :
» Indicateurs bactériens de qualité commerciale
v" Flores aérobie mésophile totale (FMAT).
v' Les coliformes totaux
v' Echerichia coli
» Germes indicateurs de la qualité hygienique
v' Les Staphylocoques
v' Anaérobies sulfito-réducteurs (ASR).
v" Les salmonelles.
v' Laflore fongique (levures et moisissures).

3.3.3.1. Préparation des milieux de culture 1SO 11133. 2014

Préparez les milieux selon les procédures indiquées sur I'étiquette de chaque bofte de
milieu, selon le besoin et les bactéries que vous recherchez.

Les milieux de cultures sont des milieux commercialisés sous formes déshydratées et
réduites en poudre. Pour leur préparation, ces milieux de cultures ont été pesés a 1’aide d’une
balance de précision et dissolvent dans de I’eau distillée stérile suivant les indications du
fabricant. Aprés reconstitution, la solution obtenue est mise en bain d'eau jusqu'a ébullition.
Aprés ébullition, ces milieux ont été stérilisés a 1’autoclave pendant 15 min a 121°C pour les

milieux de cultures autoclavables.
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3.3.3.2. Préparation de la solution mére selon la norme 1SO 6887:2017

Pour la préparation de la suspension meére (SM), 25g sont prélevés et pesés
aseptiquement d'échantillon de pain, puis transformé a 1’aide d’une balance de précision dans
un bécher stérile dans lequel on ajoute 225 ml d’eau peptonée stérile. L'homogénéisation du
contenu dure 5 min, puis la solution est récupérée dans une fiole ou dans un bécher stérile.
L'opération est effectuée tout en respectant les conditions d’asepsies strictes, ensuite mélangé
et laissé au repos 30 min a 1 h a la température du laboratoire pour assurer la revivification

des germes et obtenir un surnageant.

Figure 3: Etape de la préparation de la solution mere. (Photos originales, 2023).

3.3.3.3. Dilutions décimales

La préparation des dilutions décimales a été réalisée selon la norme Francaise NF V057-
2000. Ainsi, un millilitre de cette suspension a été transféré aseptiqguement dans un tube a
essai contenant 9 ml d’eau peptonée stérile a 0,1% (la dilution 10). On procéde de la méme

maniére jusqu’a la dilution 10, On a mis :
1 ml de la solution 10*dans 9 ml d’EPT pour obtenir la solution10%
1 ml de la solution 10 dans 9 ml d’EPT pour obtenir la dilution107,

1 ml de la solution 107 dans 9 ml pour obtenir la dilution10.
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L'opération a été poursuivie jusqu'a ce qu’on ait obtenu de dilution 10

Chaque solution a été homogénéisée a I’aide d’un vortex pour étre préte a I’emploi.

9mIEPT 9mIEPT IMIEPT 9MIEPT

25¢g de
I’échantillon
dans 225 ’EPT

Figure 4: Shéma de préparation des dilutions décimales. (NF VV08-010).

3.3.4.  Recherche et dénombrement des différents microorganismes
3.3.4.1. Recherche et dénombrement de la Flore Totale Aérobie Meésophile
(FTAM) (1SO4833/2003)

» Principe

Cette flore indique le degré de contamination bactérienne globale et est utilisée comme
méthode de contréle de la qualité hygiénique (Dennai et al., 2001).

Dans cette étude, les normes francaises NF V 08-011 N et NF V 08-51 a été utilisée
pour la recherche et le dénombrement des Flore Aérobie Mésophile Total (FAMT) été réalisé

par la méthode d’ensemencement en profondeur sur la gélose PCA « plate count agar».
» Mode opératoire

Pour chaque dilution 102,103, 104 10%°, 1 ml a été déposé dans des boites de pétri
stériles a l'aide de pipettes stériles augquel on a ajouté environ 15 ml de gélose PCA maintenue
a lavance a une température de 47 °C et refroidie a 37°C.
Effectuer ensuite des mouvements circulaires et de va-et-vient en forme de "8" pour permettre
a l'inoculum de se mélanger a la gélose utilisée. Laisser se solidifier sur la paillasse.
Toutes les manipulations ont été effectuées dans des conditions stériles a coté de la flamme du

bec Bunsen. L’incubation a été effectuée dans I’étuve a 37 °C pendant 48 h. Aprés 72 h

14



Chapitre 3 Matériels et méthodes

d'incubation, toutes les colonies ont été comptées sur deux plaques de dilution successives.

Des colonies de différentes tailles et de couleurs blanchéatres ou jaunatres ont été comptées.

> Lecture
Les germes totaux se présentent sous forme des colonies lenticulaires poussant en

masse, ne dénombrer que les boites contenant entre 15 et 300 colonies (Saidane et al., 2023).

~~_ -
4
N

15 ml de la gélose PCA (ensemencement par incorporation)

l

Incubation a 30°C pendent 72h

Figure 15: Schéma des étapes de recherche de la flore totale aérobie mésophile (FTAM).

3.3.4.2. Recherche et dénombrement des coliformes totaux ( 1ISO 4832:2006)
» Principe
Nous avons utilisé le milieu VRBG (Violet Red Bile Glucose) pour la recherche sur les
coliformes (Hocine et al., 2018).
» Mode opératoire
Pour chacun des échantillons dans lesquels les coliformes totaux ont été dénombrés,
nous avons déposé 1 ml de chaque dilution décimale au moyen d’une pipette graduée stérile
dans une boite de Pétri stérile. Environ 15 ml de la gélose VRBG ont été coulés sur
I’inoculum. Chaque boite a été ensuite soigneusement homogénéisée avec des mouvements
circulaires en forme de huit (8) pour pouvoir réaliser un ensemencement homogene et laissée

solidifier. Une 2°™ couche d’environ 5 ml de VRBG a été réalisée.
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Aprés solidification, I’incubation a été effectuée a 37 °C pendant 24 h (Bachtarzi et al.,
2015).

» Lecture

Les colonies caractéristiques rouges violacées d’un diamétre de 0,5 mm avec halo de
précipité de sels biliaires ont eété dénombrées en profondeur de la masse de gelose sur les
boites contenant 15 & 150 colonies (Hammoudi et al., 2013).

10-1 10-3 10-5

®-® -

-

~o7

~

15 ml de la gélose VRBG + 2éme couche 5 ml

l

Incubation a 30°C pendent 72h

Figure 5: Schéma des étapes de recherche des coliformes totaux

3.3.4.3. Recherche d’Escherichia Coli
Les Escherichia coli sont des hétes communs de la microflore intestinale, sa présence
dans les aliments préts a consommer est un signe de contamination fécale, rendant ainsi ces

derniers sensibles a la consommation humaine (Savoye, 2011).

» Principe
La gélose MacConkey est le milieu le plus utilise pour isoler et différencier les
Enterobacteriaceae. Ce milieu différencie les bactéries Gram-négatives aérobies en détectant

l'utilisation du lactose avec un indicateur rouge neutre (Filius et el., 2003).
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» Mode opératoire
A l'aide d'une pipette Pasteur, on prend 0,1 ml de la suspension mére et des dilutions
préparées et ensemencées par stries sur la surface de la gélose MacConkey pré-coulée. Les
différentes boites ensemencées sont ensuite incubées a 37 °C pendant 24 heures (Delarras,
2007).

Solution mére | | 10-2| | 10-3|

J HE

Ensemencement

Milieu MacConkey

. - Examen
Incubation a 37°C pendant 24h macroscopique

- Coloration
de Gram

- API20E

v

Figure 6: Schéma des étapes de recherche d'Escherichia coli

» Lecture
Les colonies lactose-positives sont rouges et entourées d'un anneau de sels biliaires
précipités. Les colonies lactose-négatives sont incolores. Pour I'identification, plusieurs tests
sont été réalisés : examen microscopique (coloration de Gram), quelques tests biochimiques
et galerie API 20F (Delarras, 2007).
3.3.4.4. Recherche et dénombrement de Staphylococcus aureus a coagulase positif

» Principe

Le milieu gélose utilisée dans cette technique est le milieu Baird-Parker qui est

additionné par I’émulsion de jaune d’ceuf et de tellurite de potassium (Ates et al., 2011).
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» Mode opératoire

Le milieu de choix pour cette étude était le Baird-Parker (BP) additionné d'un mélange
de jaune d'ceuf et de tellurite de potassium. A I'aide d'une pipette stérile, transférer 0,1 ml de

chaque dilution a la surface de la plaque de gélose.

L'inoculum déposé a été étalé avec précaution et le plus rapidement possible a la surface
du milieu gélosé. Laisser sécher la boite de Pétri couverte a température ambiante pendant
environ 15 min, puis retourner et incuber pendant 24 + 2 h, puis incuber encore 24 + 2 h dans
une étuve a 37 °C (JORA, 2014).
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Milieu B.P+jaune d’ceuf Colonies noires et grises

Figure 7: Schéma des étapes de recherche de Staphylococcus aureus a couagulase positif
(JORA, 2014).

> Lecture

Apres 24 et 48 heures d'incubation, des colonies noires ou grises, luisantes, surélevées
et entourées d'auréoles fulgurantes sont caractéristiques. Aprés au moins 24 heures
d'incubation, un anneau blanc laiteux peut apparaitre dans la zone claire au contact de la
colonie (JORA, 2014).

Pour confirmer l'identification des colonies suspectes de Staphylococcus aureus a
coagulase positive, quelques tests supplémentaires ont été utilisés tels que : coloration de
Gram, test catalase et test oxydase, et pour confirmer I’espéce (aureus ou non) le test

coagulase a été realisé.
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3.3.4.5. Recherche des spores des anaérobies sulfito-réeducteurs (ASR)

» Principe

Les anaérobies sulfito-réducteurs (ASR) se présentent sous forme de résistance appelées
spores (Hamdi et al., 2022).

Les ASR ont été dénombrés sur la gélose Viande Foie (VF) additionnée d'une ampoule
d'Alun de Fer et d'une ampoule de sulfite de sodium (Ouahchia et al., 2015). Elles se
développent entre 24 a 48 heures sur une gélose viande-foie en donnant des colonies typiques
réduisant le sulfite de sodium (Na>SOz) qui se trouve dans le milieu, en sulfure qui en

présence de (Fe?*) donne FeS (sulfure de fer) de couleur noire (Hamdi et al., 2022).
» Mode opératoire

Quatre tubes stériles contenant 1 ml des dilutions 10%/10 (deux tubes par dilution), ont
été placés dans un bain marie a 80°C, pendant 10 min, puis ils ont été refroidis sous 1’eau de
robinet (destruction des formes végétatives). Immédiatement a la sortie du bain marie, ces
tubes sont refroidis sous I’eau du robinet. Par la suite, 18 a 20 ml de gélose au foie de viande
ont été fondus puis refroidis a 45 ° C £ 1, et 0,2 ml d'alun de fer et 0,5 ml de sulfite de sodium

a5 % ont été ajoutes.

Le milieu préparé mélangé a l'inoculum est agité doucement pour éviter la formation de
bulles d'air. Aprés solidification sur la paillasse, incuber les tubes a 37 °C pendant 24 a 48 h
(JORA, 2013).
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Figure 9 : Schéma des étapes de la recherche des anaérobies sulfito-réducteurs (JORA, 2013).
» Lecture

Apres 24 h et apres 48 h, selon le degré de coloration noire et le taux de croissance des
micro-organismes. Les colonies noires, éventuellement entourées d’une zone noire indiquent
la présence des ASR (JORA, 2013).

3.3.4.6. Recherche et dénombrement de salmonella

» Principe
La recherche de Salmonella a été faite en 4 étapes selon la norme 1SO 6579:2017 :

le pré-enrichissement, I'enrichissement, I'isolement et enfin I'identification (Alloui, 2013).

20



Chapitre 3 Matériels et méthodes

» Mode opératoire

o Pré-enrichissementent milieu non-sélectif
La solution mére est incubée a 37 °C pendant 18+ 2 heures pour le développement des

salmonelles stressées. (Diouf et al., 2022).

o Enrichissement en milieu sélectif
Le bouillon (Rappaport-Vassiliadis-soja /RVS) est le milieu de culture utilisé. On ajoute
0. ml de la SM dans des tubes contenant respectivement 10 ml de RVS. Apres

homogénéisation, les tubes sont incubés a 41,5 °C pendant 24 h (Diouf et al., 2022).

o Isolement
A I’aide d’une anse de platine, une goutte de culture d’enrichissement est ensemencée
sur la gélose Hecktoen (Fguiri et al., 2017). Ensuite, les boites ensemencées ont été incubées
a 37°C pendant 24 h a 48 h. Cela permet de visualiser les colonies caractéristiques, dont le
nombre aura été considérablement augmenté durant les phases précédentes.
o L’identification
L’¢étape de confirmation, qui suit I’isolement, consiste en la sélection d’une ou plusieurs
colonies caractéristiques en vue de leur purification. L’identité des colonies doit étre

confirmée en fonction de caractéristiques biochimiques (Korsak et al., 2004).
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Figure 10: Schéma représente la recherche des salmonella (Korsak et al., 2004)

3.3.4.7. Recherche des levures et moisissures

» Principe
La technique standard de la plaque d'étalement a été suivie pour déterminer le nombre

total de levures et de moisissures.

» Mode opératoire
Une aliquote de suspension de 0,1 ml et ses dilutions décimales ont été étalées sur de la

gélose Sabouraud dextrose et incubées a 25 °C pendant 5 jours.
Le dénombrement des colonies blanches ou colorées, lisses et crémeuses de levures et

des moisissures sous forme poudreuse (Shamimuzzaman et al., 2022).
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Figure 11 : Schéema des étapes de Recherche des champignons (levures et moisissures).

» Observation microscopique
Une seule colonie de levure a été mélangée dans une goutte d'eau distillée stérile sur une
lame de verre et enduite jusqu'a ce que le frottis seche. Le frottis a ensuite été coloré a l'aide
d'un colorant bleu coton au lactophénol dilué, séché a l'air et observé au microscope optique a
un grossissement de x 100 (Karki et al., 2017).
L'examination microscopique des spores a été réalisée par la méthode du « scotch test
»(Clotaire et al., 2011).

3.3.5. Identification microbiologique et tests complémentaires
3.3.5.1. Caracteres morphologiques
» Fermentation des sucres en milieu TSI (Tri-Sugar-1ron)

e Principe

TSI (Tri Sugar Iron) Ce complexe permet de confirmer la fermentation du glucose avec

ou sans production de gaz et de guider l'identité du germe en étudiant I'attaque du saccharose,
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du lactose et la production de H>S. La fermentation des sucres entraine la production d'acides

provoquant le jaunissement de l'indicateur de pH, le rouge de phénol.
e Technique

TSI consiste & ensemencer en stries serrées la pente de la gélose puis par pigdre centrale

la base, la lecture se fait apres 18 heures d'incubation a 37 °C.
e Lecture

La production de gaz se traduit par la formation de bulles de gaz dans la masse du
bouchon. La fermentation du glucose et/ou du saccharose entraine le jaunissement de la masse
du nerf. La production d'HS entraine le noircissement du milieu (Chama et al., 2021).

» Examen macroscopique des caractéres culturaux

L'aspect des colonies varie selon le milieu, la durée et la température d'incubation. Elle
ne sera pas adéquatement décrite, sauf dans les colonies bien isolées. La description des
colonies doit mentionner un certain nombre d'éléments (Joffin et Leyral, 2001).

- La taille.

- La forme : bombée, plate, ombiliquée, a centre surélevé.

- L’aspect de la surface : lisse, rugueux.

- L’opacité : opaque, translucide ou transparente.

- La consistance : grasse, crémeuse, seche ou muqueuse.

- Pigmentation.
» Examen microscopique apres coloration de Gram

La coloration de Gram est basée sur les différentes affinités de coloration des bactéries
pour certains colorants en raison de l'architecture de leurs parois. Cette coloration permet
également d'observer la morphologie bactérienne (forme allongée pour les bacilles et ronde

pour les coques) (Astier-Théfenne et al., 2014).

» Préparation du frottis bactérien
e Un groupe de bactéries a été mélangé dans une goutte d'eau sur la lame pour faire une
suspension.
e A laide d'une boucle d'inoculation, I'échantillon a été étalé sur la lame pour obtenir une

fine couche et laissé sécher a l'air.
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e En tenant la lame avec des pinces, fixez la tache seche avec de la chaleur en passant
doucement la lame vers le haut a travers la flamme d'un bec Bunsen 2 a 3 fois. Ne pas
chauffer ou endommager les parois cellulaires bactériennes et la morphologie cellulaire
sera détruite (Moyes et al., 2009).

e Coloration simple : une coloration au cristal violet est ajoutée sur la culture fixée.
Apreés 10 a 60 secondes, la tache est déversée et I'excédent de tache est rincé a l'eau.

e Fixation et mordancage : verser la solution d'iode pour recouvrir le frottis pendant 10
a 60 secondes et la lame est rincé a I'eau courante.

e Décoloration: quelques gouttes de décolorant sont ajoutées a la lame. Les décolorants
sont souvent le solvant mixte d'éthanol et d'acétone. La lame est rincée a I'eau en 5
secondes.

e Recoloration : le frottis est contre-coloré avec une solution basique de fuchsine pendant
40 a 60 secondes. La solution de fuchsine est lavée a l'eau et I'exces d'eau est épongeé
avec le papier absorbant. La lame peut egalement étre séchée a l'air aprés avoir secoué

I'exceés d'eau.

» Examen microscopique de lame

La lame doit subir un examen au microscope sous immersion dans I'huile. L'examen
initial des lames doit utiliser I'objectif (x 40) pour évaluer la distribution des frottis, puis ils

doivent étre examinés a l'aide de l'objectif a immersion dans I'huile (x100).

Les bactéries Gram-positives apparaissent violettes par rapport aux bactéries Gram-

négatives, qui apparaissent roses (Tripathi et Sapra, 2020).
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Figure 12 : Schéma montre le protocole de la coloration de Gram (Tripathi et Sapra, 2020).

3.3.5.2. Caracteres enzymatiques

> Test catalase

Le test catalase sert a démontrer si la bactérie posséde I’enzyme catalase servant a

décomposer le peroxyde d’hydrogéne selon la réaction suivante : (Adnan et Tan, 2007).
2 H,O, — 2 H0 + 02

o Technique
Un millilitre de peroxyde d'hydrogene a 3 % a été placé sur les lames de microscope a
I’aide d’une pipette Pasteur et I’inoculum bactérien a été ajouté.
o Lecture
Les bulles provenant de la solution ont été enregistrées comme réaction positive.
(Demissie et al., 2018).

» Test coagulase

La production d'enzyme coagulase par Staphylococcus aureus est considérée comme un
critere pour déterminer sa pathogénicité et est évaluée par le test de coagulase (Choudhary et
al., 2022)
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o Technique

Ensemencer une aliquote de chaque colonie sélectionnée dans 5 ml de bouillon coeur-

cervelle (BCC) a l'aide d'une ligne stérile et incuber a 37 °C pendant 24 h £2 h.

Ajouter aseptiqguement 0,1 ml de chaque culture a 0,3 ml de plasma humaine dans un
hémolyse stérile. Des contrdles de la coagulation du plasma ont été effectués apres 4 a 6
heures d'incubation a 37 °C avec des tubes inclinés.

o Lecture

La réaction a la coagulase est considérée comme positive quand le coagulum occupe
plus de la moitié du volume initialement occupé par le liquide. Si le test est négatif, un
nouveau test sera nécessaire apres 24 heures d'incubation. Comme controle negatif, ajouter
0,1 ml de BCC a la quantité recommandée de plasma et incuber sans inoculation. Pour que la
réaction soit valide, le plasma dans le tube de contrdle ne doit pas montrer de signes de
coagulation (JORA, 2014).

3.3.5.3. Caracteres biochimiques

> La galerie miniaturisée API 20F

La galerie API 20F est un systéme d'identification standardisé des Enterobacteriaceae et
autres batonnets Gram-négatifs non exigeants qui utilise 20 tests biochimiques miniaturisés et

une base de données.
o Principe

La bandelette APl 20F est constituée de 20 microtubes contenant des substrats
déshydratés. Ces tests sont ensemencés avec une suspension bactérienne qui reconstitue le
milieu. Au cours de l'incubation, le métabolisme produit des changements de couleur qui sont

soit spontanés, soit révélés par I'ajout de réactifs.

Les réactions sont lues selon le tableau de lecture et l'identification est obtenue en se
référant a l'index du profil analytique ou a l'aide du logiciel d'identification (Rakotovao-
Ravahatra, 2021).
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o Mode opératoire

a. Préparation de la galerie : nous avons réparti 5 ml d’eau distillée dans les boites
d’incubation pour créer une atmosphére humide, puis nous y avons placé la galerie.

b. Préparation de I’inoculum : nous avons préleve une seule colonie bien isolée sur le
milieu gélose a I’aide d’une anse de platine. Nous avons préparé une suspension bactérienne
avec une ampoule de suspension Médium.

c. Inoculation de la galerie : a I’aide d’une pipette, nous avons rempli les tubes et
cupules des tests |CIT |, [VP |, |GEL].

Nous avons ensuite rempli les tubes (et non les cupules) des autres tests.

Nous avons créé une anaérobiose dans les tests ADH, LDC, ODC, URE, H.S

remplissant leur cupule d’huile de paraffine.

La boite d’incubation a été refermée avec son couvercle et placée a 1’étuve a 37 °C

pendant 18 — 24 heures.
o Lecture de la galerie
Apreés 18 — 24 h, nous avons lu les réactions conformement au tableau de lecture.

Si trois tests ou plus (test Glu + ou -) sont positifs, révéler les tests nécessitant I’addition

des réactifs.

- test TDA : ajouter une goutte de réactifs + AD, s’il donne la couleur marron-rougeatre

— réaction positive

- test IND : ajouter une goutte de réactif de Kovacs, s’il donne un anneau rouge obtenu

en 2 minutes — réaction positive

- test VP : ajouter une goutte des réactifs VP1 et VP2, attendre 10 min, s’il donne une

couleur rose au rouge — réaction positive

- test NO; : ajouter une goutte des réactifs NiT 1 et NiT 2 dans le tube Glu. Attendre 2 a
5 min, s’il donne la couleur rouge — réaction positive. Et s’il donne une coloration jaune —

réaction positive.
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Elle peut étre due a la production d’azote : ajouter 2 & 3 mg de réactif Zn a des cupules
Glu. Apres 5 min : si on observe un tube jaune — réaction positive. Et si on observe la

couleur orange-rouge — réaction négative (Sira, 2004).
o ldentification

Avec le tableau d’identification, comparer les résultats affichés sur la fiche avec ceux du

tableau ; chaque cellule de ce tableau contient le pourcentage de positivité.

Avec le catalogue analytique : les tests sont regroupés en groupe de 3, et une valeur (1
ou 2 ou 4) est positive suivant ’ordre de I’emplacement de la cupule dans le groupe, ensuite,
on obtient un nombre de 7 chiffres qui sert de code d’identification avec un logiciel

d’identification (Delarras, 2007).

Remarque : il est important de veiller a ne pas créer de bulles d'air lors de I'inoculation,
ce qui pourrait affecter les résultats. De plus, I'apparition de bulles d'air apres incubation

fournira des caracteres de reconnaissance supplémentaires (GAZ+).

gapi'20E
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Figure 13 : La galerie Api 20E
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3.4.Lecture et interprétation des résultats
3.4.1.

Le nombre de microorganismes presents dans un échantillon de produit donné s’obtient

Expression des resultats

par la formule suivante selon la norme AFNOR (2001) :

xC

V (n1+0.1n2) x d

N= nombre de germes par gramme de produit.

>C=somme des colonies caractéristiques sur les deux boites retenues.
V= volume de I’'inoculum appliqué a chaque boite (en ml).

d= taux de dilution correspondant a la premiére dilution retenue.
nl=nombre de boite lu a la 1ere dilution.

n2= nombre de boite lu a la 2eme dilution.

3.4.2.

Les résultats de l'analyse microbiologique ont été interprétés selon les critéres

Méthode d’interprétation

microbiologiques fixes par les normes ISO (Dromignye, 2011) et les normes Algériennes. Ces
derniers criteres d'évaluation ont été fixés par arrété ministériel du 2 juillet 2017 et publiés sur

le Journal Officiel de la République Algérienne Démocratique et Populaire n°39.

Tableau 3.Références normatives des microorganismes.

Germe FMAT/g | Coliforms | Staphyloco | Salmonelle | Moisissure
totaux c-cus/g /25¢ S
m 103 102 102 Absence 102
Normes JORA (1SO JORA JORA JORA
4832 :
2006)

Selon Mutsch (2015), le critere microbiologique est « un ensemble d’éléments

qualitatifs et quantitatifs définissants les caractéristigues microbiologiques essentielles
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attendues d’un produit donné qu’il est possible d’atteindre par des interventions appropriés».
Le tableau 3 montre les criteres microbiologiques utilisés pour cette étude.

L’interprétation des résultats se fait selon un plan a 3 classes, suivant les criteres de
références de m:

Satisfaisant Acceptable non satisfaisant
- Si les résultats sont inférieurs ou égaux a 3m, le produit est « satisfaisant ».
- Si les résultats sont supérieurs a 3m et inférieurs ou égaux a 10m, le produit est
«acceptable» (M=10m).

m : seuil au-dessous duquel le produit est considéré comme étant de qualité satisfaisante.
Tous les résultats egaux ou inférieurs a ce critére sont considérés comme satisfaisants.
M : seuil limite d’acceptabilité au-dela duquel les résultats ne sont plus considérés.
comme satisfaisants.

- Si les resultats sont supérieurs a 10m, le produit est « non-satisfaisant ».
Pour les salmonelles : Les résultats sont interprétés a partir du plan a 2 classes :

m

Satisfaisant Insatisfaisant
- Absence ou n'inférieur a la norme m: le résultat est satisfaisant,
- Présence ou n supérieur a la norme m : le résultat est insatisfaisant « aliment impropre

a la consommation humaine».
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4.1. Résultats des analyses microbiologiques
Les résultats des échantillons de pain analyses dans cette étude ont montré que le pain

présente une communauté bactérienne tres diversifiée.

4.1.1. Flore Mésophile Aérobie totale

Correspondant au grand nombre de micro-organismes, la charge bactérienne globale
présente dans les aliments peut étre évaluée.

4.1.1.1. Aspect macroscopique

Aprés un temps d’incubation de 24 a 72 heures a 37°C, I’aspect macroscopique des

colonies de la FTAM obtenue sur les boites de pétri est montré dans la figure 14

La forme est lenticulaire et ronde en masse ; la taille est moyenne et petite et la couleur

est blanchatre crémeuse.

Figure 14 : Résultats de recherche de la Flore Aérobie Mésophile Totale sur milieu PCA
(Photo originale, 2023).

A. Avant I’incubation ; B. Apres I’incubation (présence de colonies).
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4.1.2.  Coliforme totaux
4.1.2.1. Aspect macroscopiques
Les boites montrent sur la figure ci-dessous des petites colonies de moins de 2 mm de

diamétre, de couleur violette, de forme lenticulaire.

Figure 15 : Résultats de recherche des coliformes totaux sur milieu VRBG (Photo originale,
2023).

A. Avant I’incubation ; B. Apres I’incubation (présence de colonies).

4.1.3. Escherichia coli

4.1.3.1. Aspect macroscopique

Les boftes MacConkey présentent des colonies roses a bords reguliers, bombés, de
consistance crémeuse, de taille moyenne de couleur crémeuse. D'autres colonies jaunes

poussent sur le milieu MacConkey.

La coloration de Gram et les tests biochimiques : catalase et APl 20E sont réalises pour

les quatres échantillons.
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Figure 16 : Résultats d’ensemencement sur milieu MacConckey (Photo originale,
2023).

A. Avant I’incubation ; B. Aprés I’incubation (présence de colonies).

4.1.3.2. Aspect microscopique

L’examen microscopique (état frais et coloration de Gram) a été fait pour toutes les

cultures, le résultat est représenté dans la figure
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Figure 17 : Résultat de ’observation microscopique des colonies obtenues sur milieu

MacConckey apres coloration de Gram (grossissement10x100) (Photo originale, 2023).
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4.1.3.3. Tests biochimiques

> Test catalase

Figure 18 : Résultats du test catalase

A. Témoin ; B. Présence de bulle de gaz.

» GalerieAPI 20 E
Tableau 4.Résultats d'identification des germes par APi20E

Echantillon Numéro de code Nom dela bactérie
F1 5107773 Serratia liquefaciens
P1 5164463 Escherichia coli
F2 7314773 Enterobacter cloacae
P2 5105773 Klebsiella aerogenes

Le résultat d’échantillon P1 est présenté dans la figure ci-dessous qui montre la

présence d’Escherichia coli. Pour les autres échantillons voire ’annexe N 4 :
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Figure 19 : Résultats de la galerie API 20 E de I’échantillon P1

4.1.4.  Staphylococcus aureus

4.1.4.1. Aspect Macroscopique

Les boites présentées dans la figure ci-dessous, montrent la présence des colonies noires
de petite taille, rondes noires a surface lisse, bords réguliers, aplaties, visqueuses, entourées
d'un halo transparent.

Figure 20 : Résultat de recherche de Staphylococcus aureus sur milieu Baird Parker (Photo
originale, 2023).

A. Avant I’incubation ; B. Apres I’incubation (présence de colonies).
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4.1.4.2. Aspect microscopique

Figure 21 : Observation microscopique de Staphylococcus aureus (un

grossissement10x100) (Photo originale, 2023).

4.1.4.3. Tests biochimiques
A- Test catalase

Figure 22. Résultat du test catalase (photo originale, 2023).

A. Témoin ; B. Présence de bulle de gaz.
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B- Test couagulase

C- Test TSI

Figure23. Résultat du test coagulase. (Photos originales, 2023)

Figure 24.Résultats de test TSI

Tableau 5.Résultats des tests biochimiques des colonies obtenus sur le milieu BP.

Milieu | Colonie | Catalase TSI Coagulase
Glu Lac Sac H2S Gaz
BP Noire + + + + _ _ +
4.1.5.  Clostridium sulfito-réductrice

Tous les échantillons étaient exempts des spores de Clostridium sulfito-réducteur,cela

est montré dans la figure ci-dessous.
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Figure 25.Résultats de recherche des spores de Clostridium sulfito réducteur
(Photo originale, 2023).
A. Témoin (négatif) ; B. Aprés I’incubation (absence de colonies).

4.1.6. Salmonella
4.1.6.1. Aspect Macroscopique
Les salmonelles ont été absentes dans tous les échantillons, cela est montré dans la

figure ci-dessous.

Figure 26. Résultat de recherche des salmonella sur la gélose Hecktoen
(Photo originale, 2023).

A. Avant I’incubation ; B. Aprés I’incubation (absence des colonies).
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4.2. Résultats des analyses de la flore fongique
4.2.1.  Aspect Macroscopiques
Aprés 96 heures d’incubation, les caractéres macroscopiques des différentes souches
sont étudiés, Le tableau suivant résume I’aspect du mycélium des souches isolées, la
consistance des colonies, la présence ou I’absence de pigments caractéristiques de chaque

souche.

4.2.2.  Aspect microscopiques
L'identification microscopique repose principalement sur des études morphologiques du
myceélium (présence de cloisons, couleur, différenciation) et des spores (forme, couleur,

texture des parois).

L'identification de ces genres s'est essentiellement basée sur les clés identifiées décrites

dans la littérature (Tabuc, 2007 ; Pitt et Hocking, 2009)et présentées dans les tableaux

suivantes :
Tableau 6. Résultats des aspectes macroscopiques et microscopiques
(grossissement10x100) du I’étalement sur milieu Saboraud
Espeésce/ Aspect Macroscopique (Photo originale,
Description
Genre 2023) P
-Aspect : granuleuse
-Recto : noir
-Vitesse : rapide (2-3
jours)
| -Pigment : pas de
g pigment
3
Aspergillus
niger
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Photos de reference
(Tabuc, 2007)

Aspect
microscopique
(Photos originale,
2023)

Caractéres
microscopique

Aspergillus
flavus

Photos de reference
(Tabuc, 2007).

- Hyphe : non
cloisonnée.

- Conidiophore lisse et
hyalin.

| -Vésicules : globuleuse.

- Phialides: insérées sur
la vésicule par

<] I'intermédiaire de

métules disposées sur
tout le pourtour de la
vésicule.
-Tétes aspergillaire:
bisériees,

{ radiées, noire a maturité

Description

-Aspect: duveteuse a
poudreuse.

-Recto : vert-jaune.
Vitesse : rapide.
-Pigment : incolore, pas
de pigment.

Aspect
microscopique

Caractéres
microscopiques

-Tétes aspergillaire:
unisériées ou bisériées.
-Hyphe : non
cloisonnée.

| -Conidiophores
{ hyalins.

- Vésicules : sphérique.
- Phialides :
directement insérées sur
la vésicule

ou portées par des
métules.
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Saccharomyces
cerevisiae

Aspect Macroscopique

Description

- Forme : ronde plate
- Aspect : crémeuse
lisse
-Recto:blanchatres

- Vitesse :rapide

Photos de référence Aspect

microscopique

Caractéres
microscopiques

| ou moins sphériques,
~ | marges circulaires,
7| reproduisant par

| bourgeonnement
irrégulier

- Les cellules sont, plus
pourvues d'un noyau,

surface luisante, se

4.3. Présentation et discussion des résultats de dénombrement

Tableau 7. Résultats de dénombrement et interprétation de présence des germes.

Ech F1 P1 F2 P2
Flore totale N 3.45.10° 1.22.103 6.18. 10? 7.81.10%
(UFC/g) Intr S A S A
Coliformes N <10° 3. 102 <10° 6.63. 10°
totaux (UFC/g) Intr S A S A
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S. aureus N 4. 10° 1.3.10° 2.90. 102 | 454 107
(UFC/g) Intr A IN A A
Salmonelle N 00 00 00 00
(UFClg) Intr S S S S
Moisissures N <10? <10? <10? <10?
(UFClg) Intr S S S S
Conformité C NC C C

N : charge microbienne, intr : interprétation, S : satisfaisant, A : acceptable,

IN : insatisfaisant, C : conforme, NC : non conforme.

4.3.1.

Variation globale de niveau de contamination

L’appréciation du niveau de contamination globale est consignée dans la figure ci-

dessous

B Satisfaisants
Acceptables
M Insatisfaisants

5%

35% l

Figure 27. Distribution de la qualité microbiologique de pain.

Le résultat de la figure 27 montre que 60 %des échantillons testés ont une qualité

satisfaisante, 35 % ont une qualité acceptables tandis que 5 % ont une qualité non

satisfaisants.

Les résultats du pourcentage des niveaux de contamination dans les deux sites étudiés, a

la sortie de four et au niveau des points de vente sont représentés dans la figure ci-dessous
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M Satisfaisants
i Acceptables
M Insatisfaisants

80

50

10

A la sortie du four Points de vente

Figure 28. Répartition des niveaux de contamination du pain a la sortie de four et au niveau

des points de vente

La figure montre une grande variation entre les deux sites, si que le pourcentage de pain
satisfaisant au sort de four est plus élevée par rapport ce qui est au niveau des points de vente
c'est-a-dire la contamination du pain a la sortie de four est plus réduites, ce résultat est
similaire a celui de Umba et al.,(2018), qui, lors d’une étude d’évaluation de la qualité
microbiologique des pains commercialises, indique que le pain vendu au niveau du détaillant

est le plus contamine.

La flore contaminant a la sortie de four est trés réduite, en raison des fortes températures
utilisées lors de la cuisson du pain. Tout indique que les quelques germes présents
proviennent de la contamination apporté par les manipulations du pain lors de la sortie du four
et a ’ensachage. (Umba et all., 2018)

4.3.2. Variation de niveau de contamination en fonction de germes dans chaque
site
Les figures ci-dessous montrent un taux de satisfaction des germes recherchés a la sortie

de four et au niveau des points de vente
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Figure 29.Répartition des niveaux de contamination du pain au sort de four.

W Satisfaisants Acceptables M Insatisfaisants
100 100 100 100
“t f“
50 50
of |0 of |0 0 / 00 00
e - o o
& o G 5
/\@ = & & &
& xQ ,bé o .\9‘—)
& o X &
.s\O60 @
A\
(JO

Figure 30.Répartition des niveaux de contamination du pain a niveau des points de vente.

Pour les FTAM, la qualité du pain a la sortie de four est 100% satisfaisante, alors
qu’elle est100% acceptable au niveau des points de vente. Ces résultats est en concordance
avec celui de KONE (2020) qui a trouvé un pourcentage de 77.4% de FTAM dans des
échantillons prélevés au niveau des boulangeries et 98,9% au niveau des points de vente.
Ceci pourrait s’expliquer par I’exposition prolongée du pain a I’air libre, les aérobies
mésophiles étant présents dans ce milieu. La charge en FTAM permet de s’informer sur la
qualité microbiologique et hygiénique des denrées alimentaires. En effet, I’excés de ces
germes témoigne du non-respect des regles d’hygiéne lors de la fabrication, des mauvaises

conditions d’entreposage et de la mauvaise qualité des matieéres premieres (Ennadir et all.,

2012).
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Pour les coliformes totaux, la qualité du pain a la sortie de four est 100%satisfaisante
par rapport au qu’au niveau des points de vente dont la qualité est 100%acceptable, ce qui
signifié qu’il est conforme au régle de consommation, ces résultats sont comparable a celui de
Ennadir et al.(2012) qui a trouvé, un taux de coliformes totaux inférieur au seuil de la norme,
et que ses échantillons de farines du blé analysés possedent généralement une qualité
microbiologique satisfaisante. Lorsque la satisfaction totale est atteinte en ce qui concerne les
coliformes totaux, cela dénote d’une absence récente de contamination fécale, témoignant
ainsi du respect des regles hygiene, notamment en ce qui concerne une hygiene corporelle
appropriée du personnel et une utilisation adéquate des installations sanitaires. La présence de
mouches (qui sont souvent porteuses de matieres fécales) et d’animaux prés des points de

rejet justifie également la présence de coliformes.

Des isolats appartiennent aux genres Enterobacter, Escherichia, Klebsiella et Serratia
qui forment le groupe des coliformes, considérés comme indicateurs de contamination fécale
ont été trouveés, Ces résultats sont similaires a ceux d’Umba et al.(2018) et de Djogbeet al.
(2019). La presque totalité de ces espéces ne sont pas pathogenes et ne représentent pas de
risque direct pour la santé, a I’exception de certaines souches de E. coli quiest devenu l'un des
agents pathogénes d'origine alimentaire les plus importants (Mladenovicet all., 2021), ainsi

que de rares bactéries pathogenes opportunistes (Degnon et all., 2020).

Concernant les S.aureus, le pain a la sortie de four montre une qualité acceptable a
100% et au niveau des points de vente montre une qualité acceptable dans 50% des
échantillons et une qualité insatisfaisante dans 50% des échantillons. Ce résultat est similaire
a celui d’Umba et al. (2018) et Djogbe et al.(2019) qu’ils ont trouvés la présence d’un taux de
S.aureus supérieur & la norme .L’existence de staphylocoques dans le pain présente un risque
pour la santé du consommateur. Leur présence peut également indiquer une recontamination

par des matieres premicres ou de mauvaises conditions d’entreposage.

Aucune salmonelle n’a été trouvée dans I’ensemble des échantillons analysés, nos
résultats sont en accord avec ceux établi spar Kone et al. (2020) et Irma Caro et al.(2022).
Cependant les résultats obtenus par Djogbe et al. (2019) indique la présence des salmonelles
avec un pourcentage de 25 %. Notre résultat montre le respect des normes d’hygiéne lors des

manipulations et aussi ’absence des sources de ce germe tel que les volailles et les ceufs.

Concernant les Anaérobies Sulfito-Réductrices, les résultats obtenus indiquent une

absence totale des spores des ASR dans tous les échantillons, ce résultat est similaire a celui
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trouvé par Kone et al., (2020). Cette absence peut étre expliquée par efficacité des mesures
de nettoyage, désinfection et une cuisson adéquate des denrées. La présence des spores est

indicative d’une contamination ancienne.

Des Saccharomyces cerevisiae ont été trouvés, ce germe représente la principale levure
impliquée dans la fermentation de pate du pain. Les levures sont généralement inoffensives
pour I'hnomme, cependant, Djogbe et al. (2019) a montré qu’elles peuvent provoquer quelques

troubles gastro-intestinaux lors d'une absorption massive.

Pour les moisissures, nos résultats ont montré la présence de différentes espéces comme
Aspergillus Niger et Aspergillus flavus mais leurs nombre restent sous les normes. En
revanche, Caro et al. (2022) a signalé la présence Penicillium chrysogenum, Penicillium
camemberti, Aspergillus niger et Candida. Les résultats obtenus par Vagelas et al. (2011) a
prouvés que la contamination du pain par les moisissures est d’origine externe (apres la
cuisson) car les spores existantes dans la farine au cours d'un processus technologique normal
n'ont aucune condition de multiplication et pendant la cuisson, elles sont détruites. La
propagation des spores de moisissures et la contamination du pain peuvent avoir lieu
indirectement par l'air dans la salle de stockage ou par contact direct avec des boites, des

caisses, du matériel de transport, etc.
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Conclusion

L’objectif principal de ce travail est d'évaluer la qualité microbiologique du pain
commercialisé au niveau du centre-ville de la Wilaya de Biskra par la recherche et le
dénombrement des germes suivants : FTAM, coliformes totaux, Echerichia coli,

Staphylococcus aureus, anaérobies sulfito-réducteurs, Salmonella et flore fongique.
Les analyses microbiologiques ont permis de mettre en évidence les résultats suivants :

- Laqualité du pain a la sortie du four était 80% satisfaisante et 20% acceptable ;
- La qualité du pain au niveau des points de vente était 40% satisfaisante, 50%

acceptable et 10% non satisfaisante.

Les résultats de I'évaluation du niveau de contamination du chaque germe sont les

suivants :

- Le pain a la sortie de four : la qualité était100% satisfaisante pour les FTAM, les
coliformes totaux, les salmonelles et les moisissures alors qu’elle était 100%
acceptable pour S.aureus.

- Le pain au niveau des points de vente : la qualité était 100% satisfaisante pour les
salmonelles et les moisissures, 100% acceptable pour les FTAM et les coliformes

totaux et pour S. aureus, elle était 50% acceptable et50% insatisfaisante.
Recommandations

Nous recommandons de renforcer les mesures prises pour garantir la qualité des pains
commercialisés en améliorant I'éducation et la formation du personnel en matiére d’hygiene et

de sécurité alimentaire sur toute la chaine de distribution .

» Une bonne hygiene personnelle.

> Le respect de couple temps/ température.
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Annexe 1 : Préparation et Composition des Milieux de Culture.

Eau peptonée tamponnée

Gélose PCA

Peptone (20g).
Chlorure de sodium (5g).
Phosphate di sodique (99).

Peptone (59).
Extrait de viande (2,59).
Glucose (facultatif : présent dans le milieu

Phosphate mono potassique (1, 59). PCA) (19).
Eau distillée (1000ml). Gélose (159).
pH =72 pH =7.2
Gélose VRBG Macconkey

Extrait de levure (39)
Peptone (79)
Chlorure de sodium (59)

Peptone bactériologique (20 g).
Sels biliaires (1.5 g).
Chlorure de sodium (5 g).

Sels biliaires (1.59) Lactose (10 g)

Glucose (109) Rouge neuter (0.03 g).
Rouge neutre (0.03g) Cristal violet (0.001 g).
Cristal violet (0.0029g) Agar (15 g).

Agar (129) Eau distillée (1000 ml).
pH=7.4 pH=17.1

Gélose Hektoen Gélose (BP) Baird Parker
Protéase peptone (29). Peptone (10.0g).

Extrait de levure (39)

Chlorure de sodium (59)
Thiosulfate de sodium (59)

Sels biliaires (99)

Citrate de ferammoniacale (1.59)
Salicine (29)

Saccharose (129)

Lactose (29)

Fuchsine acide (0.19)

Agar (1.49)

Extrait de viande de beeuf (4.0g).

Extrait de levure (2.09).

Pyruvate de sodium (10,09).

Glycocolle (12.0g).

Chlorure de lithium (5.09).

Agar-agar (20.09).

Eau distillée (1000m)I.

- A ajouter en conditions stériles juste avant
I'ensemencement : Emulsion de jaune
d'oeuf (stérile) : (50.0ml).
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Eau distillée 1000ml
pH=75

Tellurite de potassium (0.19).
pH=7.2

Sabouraud

Gélose viande foie (VF)

Peptone de gélatine (10g).

Glucose (20g).

Agar (17).

Eau distillé (1000ml).

Apreés I’autoclavage et avant I’écoulement
ajouter (Gentamycine) : pour 1L de milieu
0.004 ml de Gentamycine

pH=5.6

Extrait viande —foie (30g).
Glucose (29).

Amidon (2g).

Gélose (129).

Eau distillée (1000ml).
pH = 7.6.

TSI : (Triple Sugar Iron)

Tryptone (14,0 g).

Extrait autolytique de levure (3,0 g).
Extrait de viande (3,0 g).

Glucose (1,0 g).

Lactose (10,0 g).

Saccharose (10,0 g).

Chlorure de sodium (5,0 g).
Thiosulfate de sodium (0,3 g).
Citrate ferrique ammoniacal (0,3 g).
Rouge de phénol (24,0 mg).

Agar agar bactériologique (13,5 g).
Eau distillée (1000ml).
pH=7,4+0,2a25°C

Réactifs utilisés :

Réactif de Vosges Proskauer (VP)
Pour la recherche de I’acétoine.
VP1, VP2.

Réactif de Kovacks
La mise en évidence de la production
d’indole.

Réactif IND
La mise en évidence
de la production d’indole.

Réactif TDA
pour la recherche du tryptophane désaminase

| Réactifs de Griess pour les nitrites

| Les colorants
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NIT 1.
NIT 2.

Violet de Gentiane, Lugol,

Ethanol, Fushine, Huile d’immersion,

Bleu de méthylene

Microtube

ONPG

AD

LD

oD

CIT

H2S

URE

TDA

Substrat

Ortho-
Nitro-
Phényl-
Galactosi
de
Argini

ne
Lysine
Ornithi

e

Citrate

Thiosulfate
desodium

Uree

Tryptophane

Caractéere
recherché

[-galactosidase

Arginine
dihydrolase
Lysine
décarboxylase
Ornithine
décarboxylase

Utilisation du
citrate

Production d’H2S

Urease

Tryptophane
désaminase

Lecture directe
ou indirecte

Lecture directe

Lecture directe

Lecture directe

Lecture directe

Lecture directe

Lecture directe
Test : ajouter 1
gouttede
Perchlorure de
Fer

Annexe 02 : TABLEAU DE LECTURE DE LA GALERIE MINIATURISEE API 20e

Résultat
(+)

Y

Résultat
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IND Pyruvate de sodium | Production d’indole Lecture indirecte
Test : ajouter 1 goutte de
réactif de Kovacs
VP Pyruvate de sodium | Production d’acétoine | Lecture indirecte (Attendre 10
minutes)
Test : ajouter 1 goutte de
KOH et d’a-napthol
GEL Gélatine Gélatinase Lecture directe
emprisonnant des
particules de
charbon
GLUa Substrat carboné Utilisation de substrat | Lecture directe
ARA carboné Lecture indirecte dans la
cupule GLU ol '
NO2- /N | Nitrates (NO3) Nitrate réductase Test : ajouter 1 goutte de

réactif de Griess Ajouter de |
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Annexe 03 : Les plans appliqués dans [D’Interprétation des résultats d’analyses
microbiologiques :

32 JOURNAL OFFICIEL DE LA REPUBLIQUE ALGERIENNE N° 39 : 31‘“%

II. Interprétation des résultats d’analyses
microbiologiques :

1. Interprétation selon un plan a trois classes :

L'interprétation des résultats s'effectue selon un plan a
trois classes. dans le cas ou la valeur « ¢ » est différente de
zéro (0).

Les résultats s’expriment de la fagon suivante :

* si le résultat de I'analyse est infénieur ou égal a « m »,
le résultat du critére microbiologique est satisfaisant ;

® si le résultat de I'analyse n'excéde pas « M » et si le
nombre d'unités de I'échantillon donnant un résultat
supérieur a « m » et compris entre « 1 » et « ¢ », le résultat
du critere microbiologique est acceptable ;

® si le résultat de l'analyse excéde « M » ou si le nombre
d’unités de I'échantillon donnant un résultat compris entre
«m » et « M » est supénieur a « ¢ », le résultat du cnitére
microbiologique est non satisfaisant.
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< Cas particulier pour 'histamine dans les produits de Ia
péche et de l'aquaculture provenant d’espéces de poissons
associd¢es a une grande quantité d'histidine, sauf dans Ia
sauce de poisson produite par fermentation de produits de
Ia péche et de N'agquaculture.

Les résultats s"expriment de la fagon suivante :

® Le résultat du crnitére microbwlogique est satisfaisant
lorsque les exigences suivantes sont remplies ¢

1. Ia valeur moyenne observée est inféricure ou égale a
“ m w»

2. un maximum de o/n valeurs observées se situent entre
« m» et « M »

3. avcune valeur observée ne dépasse la himite « M ».

* lLe résultat du crtére microbiologique est non
satisfaisant lorsque la valeur moyenne observée dépasse
« m » , lorsque plus de ¢/n valeurs se situent entre « m »
et « M » ou lorsqu’une ou plusicurs valeurs observées sont
supéricures & « M »;

2. Interprétation selon un plan & deux classes :

L'interprétation des résultats s'effectue selon un plan a

deux classes, dans le cas ou la valeur « ¢ » est égale a
z€ro (0).

Les résultats s"exprniment de la fagon suivante :

* Pour l'expression "absence dans” :

— le résultat du critére microbiologique est satisfaisant
lorsqu’il ¥y a absence du micro-organisme dans toutes les
unités de I'échantillon ;

— le résultat du critére microbiologique est non
satisfaisant, lorsque Ia présence du micro-organisme est
détectée dans. au moins, une unité de I'échantillon. Dans
le cas des micro-organismes suivants : [fisteria
IIOROC Y IOgenes., Salmonelila, Campylobacter spp
(thermotolérants), le résultat révele que le lot contr6lé est

rmnranre a la coancammaatioan

* Pour la valeur limite "m=M" ;

Si le résultat de 'analyse est inféricur ou égal & « m », le
résultat du critere microbiologique est satisfaisant ;

Si le résultat de l'analyse excéde « m », le résultat du
critere microbiologique est non satisfaisant. Dans le cas de
Listeria monocytogenes, le résultat révele que le lot
controlé est impropre a la consommation.
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Annexe 04:

Résultats des galeries Api20E
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i Le pain est un aliment couramment consommeé. Tout au long de sa chaine de production et de distribution, il fait
i ’objet de multiples manipulations. Cette étude a été réalisée sur 4 échantillons de pain commercialisé dans deux
' sites différents (a la sortie de four et au niveau des points de vente) au niveau du centre-ville de la Wilaya de
i Biskra afin d’évaluer leur qualité microbiologique par le dénombrement des différents germes de contamination.
' Les résultats nous a montré qu’a la sortie de four, 100% de pain a été satisfaisant pour les FTAM, les coliformes
i totaux et les moisissures, 100% a été acceptable pour S. aureus, tandis qu’au niveau des points de vente a été
' 100% acceptable pour les FTAM et les coliformes totaux, 50% acceptable et 50% non satisfaisante pour
i S.aureus. Dans cette étude Escherichia coli et deux genres de flores fongiques ont été isolés : Aspergillus sp,
i Saccharomyces sp. L’absence totale des salmonelles et ASR a été marquée dans tous les échantillons testés. Ce
:‘ qui nous montre que le pain au niveau des points de vente est le plus contamine.

. Mots clés : Pain, aliment, Qualité microbiologique, contamination. .

~

_Abstact N

Bread is a commonly consumed food. Throughout its production and distribution chain, it is subject to multiple
manipulations. This study was carried out on 4 samples of marketed bread, at two different sites (at the oven
outlet and at the points of sale), these samples were taken from the different region of the wilaya of Biskra in
order to assess the microbiological quality by counting the different germs of contamination. The results show us
that at the exit of oven, 100% of bread was satisfactory by FTAM and total coliforms and molds, 100% was
acceptable for S.aureus, while at the point of sale was 100% acceptable by FTAM and total coliforms 50% of
S.aureus was acceptable and the other 50% was unsatisfactory, with total absence of salmonella and ASR and, is
that show us that the bread at the point of sale is the most contaminated. In this study, Escherichia coli and two
genera of fungal flora were isolated: Aspergillus sp, Saccharomyces sp.

Keywords: bread, food, microbiological quality, contamination
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