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Resume

Les cremes glacéssnt des denréealimentaires a base de lde, produits laitiers, d’ea
potable, de sucres, d’overeduits, de fruits, de jus de fruits ou de graseégétale ou a
partir de mélanges. Autorisgpar la réglementation en viguewl]es ontune consistance
pateuse ou solide obtenue par congélation ou sige| stockées, transportées, distribués
consommeées sous forme conge

La surveillance de lewqualité hygiéniqueest une nécessité afite garantir leur innocuit
et prévenir la survenue de t-intoxicationscollectives, pouvant résulfgrles germes totaux
(GT), les Coliformes totau¢CT), lesStaphylococcus aure{ft.aureuskt lesSalmonelles.

Notre étuderéalisée au LRDEHM, a porté l'appréciation de la qualité microbiologiq
des glaces et desemes glacé, vendues dans la ville de Réa.total de 23 éclintillons a
été analysé, dont Isont issus de Icatégorie artisanale et 2 la catégor industrielle. Un
dénombrementes germes d’altération (GT CT) et desStaphylococcus aureuainsi que la
recherche des Salmonellest été effectuées selon les normes en vi.

Une non-conformit@lobalede 21% a été notée. Le % de rmmumformité était de27%
pour lacatégorie des glaces industrie et del7% pour la catégorie des glaartisanales.
Les contaminatiosont été causées par IGT (4%), les CT (21%et les Staphylococcus
aureus (4%).a présence desf.aureug aété notée dans la catégorie artisal
Ces résultats témoignet® mauvaises pratiques de préparation, de saslhliorigine fécal
par des mains sales et de - respect des bonnes pratiques d’hygiene lors deéjsapatior
et/ou de stockage de cdsrents

Afin de prévenir les to-infections alimentaires liées aux cremes glacékesserait
intéressant de :
v' Réaliser lecontréle de I'eau de ringcage ;
Contréler et maitrise la chaine du froid ;
Assurer une bonne gestion des ks et conserver @ntracabilit ;
Adapter une gestion de sécurité alimentaire baséd’analyse des risqu-
points critigues ou HACCP qui pourrait améliorer daalité des glaces
cremes glacées au niveau des restaurants et mamaé&s

Mots clés: Cremes glacéeglaces, qualité hygiénique, catégorie industrietiegorie
artisanale, LRDEHM, Fés, Marc

Faculté des sciences et techniques — Fés
B.P.2427-Route d’Imouzzar-FES




T

FST FES

Introduction

Les glaces sont définies par la législation su@s@me étant « une préparation gelée
semi-geléeobtenue a partir de lait, de produits laitiers,ad’epotable, de sucres, d'o-
produits, de fruits, de jus de fruits ou de grasségétale ou a partir demélanges
(Ordonnance du DFI sur les sucres, les denrées akmtaires sucrées et les produits

base de cacao).

Ces produits,agréables au godt et nutritifs, constituent un euilitres favorable a
prolifération microbienne en raison de leur valeutritive élevée (lactose, protéines etc.
de leur pH presque neutre (pt-7) (Bell C, Kyriakides A (1998), Causant des cas
d’intoxicatiors, comme celles déclarées en Asie (F. chug et al, (996), en Europe, et en
Amérique du Nord.

Toutefois, les maladies d’origine alimentaire sI’un des problemes de santé publique
plus communs; elles créent un fardeau social ehdgro@mue ainsi que des souffran
humaines et posent un probleme auquel tous lesgoayconfrontéqA. Brisabois et al,.)

Les toxiinfections alimentaires au Maroc ne sont négligeablesEn 2009, le Maroc
enregistré 292cas idtoxications dont 50tait d’origine laitiere ycompris les prodis glacés
(Bulletin de Pharmacovigilance, 2009

L’évaluation des risques crobiologiques peut étre considérée comme un autifiliser
pour la gestion des risques présentés par des gemib® d’origine alimentaire et pc
I'élaboration de normes pour les aliments faisawitjet d’'un commerce internatior (A.
Brisabois et al,.).

Devant le risqueanitaire accru lié a ce type de denrées alimex, le suivi deleur qualité
hygiéniqueest devenu une nécessite, afin d'éviter les risqastaires qui peuvent éf
engendrés par la consommation des glaces contaspaéeles germes pathoge

Dans ce contexte et dalescadre de notre projet de d’étude, nous avons réalisé ce tre
intitulé :

« Evaluation de la qualité hygiéniquedes glaces et dexremes glacéecommercialisées
dans la ville de Fes »

Notre travail a comporté une revue bibliographicgiayie par matériels et méthodes, résu
et discussions, conclusions, recommandations etpeetives. Sorobjectif principal étai
d’évaluer la qualitéhygiénique deces produits par le dénombrememsdmnicroorganisme
d’altération microbiennet la recherchees germes pathogene.
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I- Cremes glacées

1. Définition :

Les cremeglacées sont des préparati obtenues pacongélation d’un mélan: de
lait, de creme, de sucret deparfum. Elles sont formées suiteuae combinaison d’un
mousse et d’'une émulsion partiellen congelées. Ce systéme hétérogéne et com,
comprend notamment des globuleras, des bulles d’'air et un réseau de cristauxlaees(
tous dispersés dans urawgion aqueuse visqueuse macromolécul(Figure 1)(Stanley D.
W et al ., (1996)).

/(1) bulles d’air \

(2) globules gras (gin)

(3) cristaux de glace (-50um)
(4) Cristaux de lacto:
(Rarement trouveés dans
Cremes glacée:

Les autres composa sont
Suspendus dans la phz

\continue /

Figure 1. Structure de la creme glac(Marshall et Goff, 2003

100um
Les proportions de sedifféerentes phas de cremes glacéesrient selon ldormule. La
creme glacée egienéralemel composée d'environ 50% en volume d’air incorpoe reste
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est un mélange de 60 a 65% d'eau en poids, d15% de matiere grasse, de 10%
lait sous forme solide, d&5% de sucre. La différence principale entre creglasées €
sorbets est que ces dimrs ne contiennent pas de matiére grasse. Ledrogve dans cet

structure a la fois dispersée et dispers (Anis HADDAD AMAMOU (2009)).

2. Historique
Depuis toujours, le froid et la glace sont utiliggsur conserver les aliments en

préservant de la pourriture.

C’est dans I'anciennehine (300 ans avant-C.) que 'on a commencé a confectionner
glaces pourafraichir les boissons. Les Chinois, en faisandarosur I'extérieur des récipier
remplis de sirop un mélange de neet de salpétrésel), constatérent que le sirop ge
(Société Suisse de Nutrition. Dossier(207).

Dans la Gréce antique puis a Rome, les empereugastdéent de la neige, ven
directement des glaciers, parfumée au miel, a ld=awose ou aux fruit A cette époque, les
glaces étaient réservéegiguement aux rois eempereurg(Société Suisse de Nutritior
Dossier(2013)).

Au Xl ™ sjgcle, Marco Polo fit grandement avancer son @@peiment en apportant
Italie la technique de fabrication obser en Chine, c’est-a-dire kasorbetiere :

La fabrication des sorbets arriva en France en 1683 du mariage de Catherine
Médicis avec Henri lICependant, leur mode se popularisa que vels XVII®™ siécle et
firent leur apparition dans les salons de cafécey|’Italien Procope, qui ouvrit le prem
café de Paris vendant des glaces en 1660. Sonssfidcenmédiat et d’autr cafetiers en
commercialisérent((Société Suisse de Nutrition. Dossier(20], Vierling E. (2008),
Toussaint-Samat, M(1987).

Au XIXéme siecle, grace aux avancées technologiceiea la mise au point d'ut
sorbetiere plus opérante, la fabrication ménagereréime glacée se répandit rapidement.
les années 1900, la glace en baiinsi que les cornets firent leur apparition. Lenpipe de le
surgélation se développa également a cette € (Toussaint-Samat, M(1987).

Depuis, les techniques de fabrication se sont ané&ls et le monde des glaces ne ces:
s’accroitre, tant auniveau des formes qu'au niveau des par (Toussaint-Samat,
M(1987)).

L'origine du mot « sorbet » vient de l'italiesorbettoemprunté au turchorbét qui
provient de I'arabeharah Celu-ci signifie « isson de fruits » ou « sirc» (Toussaint-
Samat, M(1987)).

IT- Composition et mode de fabrication des glaces

A- Composition
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Les glaces et les sorbets font partie produits sucrésils sontplacées dans
pointe de la pyramide alimentaire de la Sociétéssude Nutrition (SSN) et peuvent fe
partie de I'alimentation équilibrée. Il est recommiéa de les consommer avec modération
leur richesse énergétique. Cependant, ils peuvieatpiis en dessert oen collation dans
I'apres-midi(Société Suisse de Nutrition(201).

Les glaces sont composés de :

1. Denrées de base

Les différents ingrédientgtilisés dans une créme glacée jouentale spécifique qui varie
selon leur nature et ledeneur. Ainsi les matiér grasses et les produits suc varient en
proportion suivant la qualitéésirée et la mati€ seche totale préconisd2e la matiere seche,
dépendente point de congélation, la durée de vie et d’'autméributs sensorie: saveur
sucre, texture,... les sources de matiere grasse sont le l¢ creme etie beurre, mais on
utilise de plus en plus la matiére gravegétale (huile de coprah, huile de palme,...).
produits sucrants sont pour I'essentiel le sacdwrmais ausses sirops de glucose et
malts dextrines. Les stabilisants ont pour rolexgiécher | formation de gros cristaux ¢
glace et sont ajoutésdies doses trop faibles pour modifier la teneur atiere séche ou la
valeur nutritionnelle. Lesémulsifiant: sat incorporés dans le «n» pour stabiliser
I'émulsion, donner une structure moelleuse et médlé temps de battage de la creme
permettent une incorporation de fines bulles ddans lamasse(dossier cedus avec |
collaboration de l'université Rems).

2. Principaux composants de I'extrait sec des glac

2.1. Extrait sec degraisse lactique

L’extrait sec de graisdactique (ESD)) peut étre apporté par différentes sources telles
le lait frais, lelait concentré en matiere sechele lait en poudre.
D’autres poudres sont également utilisées dandustrie des glaces comme les poudre
lactosérum ou de babeurre. Les principaux inted&ts’'ESDL dans les crémes glace
résident dans l'apport de protéines et de minétsnéfiques pour la structude la creme
glacée et par conséquent pour sa texture. En diapport de lactose représente unurce
d’extrait sec peu onéreutiear-Luc BOUTONNIER).

2.2. Lair
L’air, qui est incorporé a débit variable dans le,na été préalablement filtré (classel(
Il remplit plusieurs rdles principaux dans les glcLorsque le taux de foisonnemt
augmente, on constate une réduction de la tailecdstaux de glace des bulles d'air, ce g
contribue a une amélioration de la texture du pitdiihi. La présence d’air dans les glac
permet d’alléger la valeur énergétique de c-ci, de méme que leur prix de revient. C’es
raison pour laquelle la glace est un rares produits alimentaires solides vendus au
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L’air étant un isolant thermique, il confére a laap une meilleure résistance ¢
fonte lors d’'une élévation de température et procurempadre sensation de froid, qui

désagréable lors de légustatio (Jean-Luc BOUTONNIER).

2.3. L'eau
Cellei est également indispense car son role de solvant permet a I'eau de sol@bi
I'extrait sec dégraissé lactique ainsi les sucres. En outrepn role de dispersant facili
I'émulsification de lamatiere grasse. Son passage partiel de I'étadigail’état solide et |
création de réseaux solides cristallins permet sabilisation de la structure phys-
chimigue complexe des glaces. Par ailleurs, elieé&e d’excellente qualité bactérioique
afin de ne pas véhiculer de mes microbiengJeaniuc BOUTONNIER).

2.4. Matiere Grasse
La matiére grasse desemes glacées est exclusivement d’origine laitjeette peut étre
apportée par de la creme fraiche, du beurre ouemss beurreconcentrés. La présence
matiére grasse dans une creme glacée présentardwaux avantages tels que la réduc
de la vitesse de foisonnement, la stabilisationadeousse, 'amélioration de la texture,
corps et de la flaveur du produit fini, @ que l'accroisement de sa valeiénergétique
(Jean-Luc BOUTONNIER).

2.5. Sucres

Les glacessont des aliments par excellence sucrés. En desesucres représentent
source d’extrait sec peu onéreuse. Enfin, ils jobuarnrdle trés important sur laantité d’eau
liée c’est-adire non disponible pour la congélation. Autremeint la nature et les doses ¢
sucres apportés dans la formulation vont influerd®rmaniére prépondérante la stab
thermique de la glace et sa vitesse de fonte @rlée«du congélateur. E contrepartie, ils
limitent le tax de foisonnement du mix, peuvent en cas de dosage important génére
texture collante en bouche et entrainer une disation excessive ejrossiere(Jean-Luc
BOUTONNIER).

2.6. Ingrédients d’origine végétale

2.6.1. Sucres et émulsifiant
Le saccharoseeste le sucre majoritairement utilisé en raisorsdesolubilité et de sc
pouvoir sucrant élevés ; par ailleurs, c’est un posant peu onéreux dans la formulat
Néanmoins, il est rarement utilisé tout seul. Cassti que I'on rencontre le plus sent des
sirops de glucosequi sont issus de [I'hydrolysee solutions d’amidor (Jean-Luc
BOUTONNIER).
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2.6.2. Cacaos et chocola
Le cacao et le chocolat peuvent étre utilisés seulen mélange dans la fabrication
mix. Tout dépend du positionnement du produit sunarché et de son colt matieres visé
chocolat est une préparation obtenue a partir daccat de sucre avec moins35 % de
matiere seche totale dont au moins 18 % de beeriadao et au moins 14 % de cacao
dégraisséJeaniuc BOUTONNIER).

2.6.3. Fruits et dérivés
Des purées de fruits sont utilisées dans la faliwicales mixes pour les cremes glacé
la fraise par exemple et ainsi que pour la plupart debet®. Ces préparations de frt
spécialement élaborées pour les glaciers peuvaesenter réfrigérées et conditionnées :
atmosphere modifiée, surgelées ou plus rareildéshydratées voirgophilisées(Jean-Luc
BOUTONNIER).

2.7. Alcools
L’'addition d’alcool dans le mix peut abaisser deni@ee trés importante sa températ
cryoscopiqueet poser ainsi des problémes de stabilité ph-chimique du produit fini. C'es
la raison pour laquelle, on recherche plus la satygique de liueur qu’'un degré d’alcoc
élevé(JeanLiuc BOUTONNIER).

2.8. (Eufs et ovoproduits

Certaines glaces et crer glacées peuvent renfermer des ceufs entiers, oueenias
jaunes d’ceufs qui présentent certains avant
Le jaune, outre son pouvoir colorantcontient de la lécithine qui est un agémulsionnant
trés hydrophiléntéressant pour la fabrication mix qui est une émulsion de type huile d
'eau. Quant au blanc d’'ceuf, c’est un excellentnagaoussant qui permet de faciliter
foisonnementlu mix. Ces ov-produits se présentent soit sous forme liquidegéfée, soi
sous forme congelée pouvatre sucrée ou encore déshydrdtiEaniuc BOUTONNIER).

2.9. Additifs
2.9. 1. Emulsifiants
Au cours del’élaboration du mi, premiere étape de la fabrication des créiglacées,

on doit réaliser une émulsion dans laquelle la plapieuse doit disperser la phase gri
Pour cela, il faut trouver dans le milieu des ageatsioactifs tres hydrophiles, c’est le
des protéinekitieres et de la Iécithine jaune d’ceuf.
Ensute lors de la transformation du mix en créme gtadans le freezer, on recherche
déstabilisation partielle de cette émulsion de @va d'une part a faciliter lors d
foisonnement la dispersion de l'air dans la phapede sous forme de fines bts et d’autre
part a floculer & phase grasse par agglomération partielle desilg®lgras, cela afin ¢
stabiliser la dispersion d’air ds le mix(Jean-Luc BOUTONNIER).
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2.9.2. Epaississants et gélifiani
Dans le but de diminuer la quantité d’eau licongelable dans les préparations, on |
recourir & I'emploi de ces agents texturants. Denlmeux additifs sont autorisés par
réglementation tels que les alginates de sodiur@i{J4le potassium (E402), et d'ammoni
(E403), I'agaragar (E406), la fine de graines de caroube (E410), la farine dengsade
guar (E412), la pectine (E440 i), la pectine ami(le€40 ii), les carraghénanes (E407)
gomme xanthane (E415) at¢arboxyméth-cellulose (E466§Jean{iuc BOUTONNIER) .

2.9.3. Stabilisants
Afin de renforcer notamment le r6le des gélifiants, on pgaiiter du phosphate tricalciq
(E341 iii) ainsi que certains phosphates et polgphates (E450 ai uniquement). De mém:
gélatine alimentaire et le blanc d'c sont autorisés dans les glac(Jean-Luc
BOUTONNIER).

2.9.4. Acidifiants
La correction du pH du milieu peut étre réalisée guditior d’acides organiques ou |
leurs sels. C’est ainsi que les correct d’'acidité suivants sont autorisés : I'acide cite«
(E330) ainsi queses sels tels que les citrates de sodium (E331potkssium(E332), ¢
calcium (E333)Jeaniuc BOUTONNIER).

2.9.5. Colorants
Une série de substancest autorisé afin de renforceftes couleurs des produits du jat
au noir, en passant par l'orai, le rouge le vert, le bleu et le marr (Jean-Luc
BOUTONNIER).

2.9.6. Arbmes
Les quantités minimales d’arbmes a employer potabacation des glaces sont variabl
En outre, ilspeuvent étre utilisés seuls ou en complément renforcer la saveur des fri
(Jean-Luc BOUTONNIER).

B- Processus de fabricatio :

La fabrication des cremes glacées est un ensengbpgudieurs opérations unitaires. (
étapes sont résumées surFigure 1, sur laquelle sont montrés également les difféi
phénomenes qui peuvent avoir lieu et les principiacteurs donles industriels tiennei
compte(Anis HADDAD AMAMOU (2009)).
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Figure 2 : Procédédle fabrication de la creme glac

1. Préparation du mix :

C’est le premier stade de la fabrication des gl, il comprend six étapes qui sont
dosage des ngrédients, [I'agitation, I'homogénéisation du mélange couplée a
pasteurisation, leefroidissement ela maturationJeaniuc BOUTONNIER).

1.1Dosage des ingrédients et agitatic

Les différents ingrédients solides ou liquides sentreposé dans des tan-silos de
grande capacité et sont dosés et achel automatiquement selon un program
correspondant a une formulation. Cette cuve deosecarrée a fond pyramidal comprenc
base un systéme combiné de pompage et de disperdatif développant des forcese
cisaillement tres important¢dean-Luc BOUTONNIER).

1.2.Homogénéisation
Quand cette opératiomstterminée, on obtient une dispersigrossier insuffisante pour
aboutir a une glace d’excellente qualité. On precaldrs a un affinage de la dispersion gl
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a une opératiophysique qui met en ceuvre des pressrelativemenglevées(Jean-
Luc BOUTONNIER).

1.3Pasteurisation et réfrigération

Deés la sortie de ’'homogénéisateur, le mix estadRier continu vers un échangeur a
d’y étre a la fois pasteurisé p refroidi.
Outre I'optimisation de I'hydratation et de la dikgion de: poudres, cette opération a pt
principal but dedétruire tous le micro-organismes pathogenes éventuellement présents
le mix, ainsi qu’'une grande norité de la flore d’'altération a fid’obtenir un produit fin
conforme aux exigences réglemente visant a préserver la santé du consommateur
baréme de chauffag€@uple temps/température), plus ou moins séverapgdique au mix
de maniere a atteindre les objectifs précéden évoqués ; ainsi, on peut opérer pendar
s a 80°C, 3 s a 90°C dans certains cas, on peut aller jusqu’a un ment de typ Ultra-
haute température a 140p€ndanl a 2 s. Cette opératigui est immédiatement suivie d’
refroidissement du mix a4, elle s’effectue en continu dans un échangeur thermiq
plaques qui autorise un coefficient de récupération értique relativemer élevé. La
réfrigération du mix, quant a elle, vise d’'une & régler la température de maturation ¢
éviter une prolifératiomes micr-organismes ayargurvécu au traitement thermig(Jean-
Luc BOUTONNIER).

1.4.Maturation
C’est la seule opération quiendanila fabrication des glaces, efiscontinue en raison d’L
temps de séjour du mix dans les ct de maturation de quelques hesirCes cuves peuve
égalemenservir de tanks de stockage de mixes l'attente de la finsformatio pendant
plusieurs jourgJeaniuc BOUTONNIER).

2. Transformation du mix en glace :

Ce deuxieme stade de la fabrication des glaces adenping opérations successives
foisonnement et le glacage réalisés dans un senéete appareappelé le freezer, ainsi q
le conditionnement, la surgélation finale et leckage des pduits finis (Jean-Luc
BOUTONNIER).

2.1.Foisonnement

Cette opération, qui consiste a injecter de I'étiréf sous pressic¢, seréalise avec un dét
régulé automatiquement de facc maitriser le taux de foisonnement et par conseéqgiae
masse volumiquelu produit fini. On obtier ainsiune mousse qui est une disper d’air
dans un liquide visqueux. Lors de I'incorporatidair dans le mix a la faveur d’'une agitati
energique, les protéineslubles, présentes dans le milieu, diffusentradiface gaz/liquide
se déplissent, se concentrent et s’étalent erdirectt Iz phase aqueuse. La présence de ce
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protéique diminuela tensiol interfaciale et contribue ainsi d’'une part a
accroissemerde l'incorporation et de la dispersion de l'airdéutre part a ur stabilisation
durable de la mousse grace a une dénaturatiorelte de ces protéines au contact de I
Certaines protéines sodkxcellents agents moussa c’est le cas de la caséine béta et
derivés), de la gélatine (peau et os des bovipsreins), di lysozyme (ceuf et ow-produits).
A linverse, la matiére grasse notamment les triglycéridesiches en acides gras satur
moyennes et longues chaines sont des ager-mousses quiécessitent un renforcem de
la dose d’agents moussantsfin d’obtenr un taux de foisonnemerélevé (Jean-Luc
BOUTONNIER).

2.2.Glacage

Ce terme ne refléte éait qu’'une partie des transformations importargas le mix ve
ainsi subir lors de son passage de que dizaines de secondes dans le freezer. Le mé
liquide avec une plus ou moins grande quantitér djepssiereme: dispersée va siur une
double action simultanédear-Luc BOUTONNIER).

2.3.Conditionnement

A la sortie du freezer, la glace sera dosée samaeiére volumétrigt grace a I'utilisation
de volumétries a piston polé produi suffisamment malléables, soit par temporisatioest
alorsla cadence de la chaine de conditionnement quirdigtera I« niveau de remplissage
chaque contenant. Les doseuses tempo autorisent des débits plus élevés que les dos
volumétriqueset fonctionnent soit avec des soupapes, soit gausion et dans ce dernier c:
la glace doit avoir une texture t ferme (Température comprise ent— 6 et — 8°C). Les
glaces peuvengtre dosées directement dans leur conditionnenigal (pots, cornets, bac
ou coulées dans un moule avec enrobage ditionnement (batonnets classiques), ou en
extrudéesgrace a une préforme qui leur donnera leur aspéfinitf (batonnets, barres
Ensuite, et selon les présentations recherché produits pourront recevoir différents déc
tels que des enrobag déposés par immersion ou ruissellement (prépara base de
chocolat, coulis de fruits), des cornets fabriqaugmrtir di gaufrettes et différentes garnitu
(meringues, morceaux de fru secs, coulis, etc(Jeaniuc BOUTONNIER).

2.4.Surgélation finale

Cette opération, appelée également durcissemeniyi principaux objectifs de poursuiv
la cristallisation de I'eau libreongelable, ce qui nécessite almaissement de la températa
— 20°C et permet’assurer une stabilisatiomicrobiologique auproduit fini. Plusieur:
systemes peuvent étre utilisés pour cette surgé finale utilisant les principes de
convection (ventilationd’air froid) ou de vaporisation ou deulvérisation de fluide
cryogéniques gzote, anhydride ceonique) ou de la conductioftontact avec une par
derriere laquelle circule une saumu basse température de congélation). Compte tenie«
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produit estimmobile, massif et souvent conditionné dans unaage constituant
une barriére a I'’échange theique, on utilise des températt relativement basses, compri:

entre 35 et — 45 °CJeaniuc BOUTONNIER).

2.5Stockage et commercialisatio

Le respect de la chaine du froid négatif est umglition indispensable au maintien de
gualité physiccehimique et bactériologique des glaces. Toute reéaode la température
traduit inévitablement par un processus de redliggttion. En effet, tout apport de chaleur
produit provoque la fusion de petits cristaux alieération d’eau liquie, qui lors d'un
nouvel abaissement lent de température vient eetrain accroissement des gros crist
Il s’ensuit une augmentation de leur taille moyemwec pour conséquence une sens:
granuleuse et aqueuse lors de la dégustation. @estisin pour laquelle les températul
d’entreposage des glaces se situent — 25 et — 30°C et si celles-sont respectées se
faille a tous les niveaux (stockages, transports, prégamnen linéaires), on peut espérer
durées deies de I'ordre de 1a 24 moigJean-Luc BOUTONNIER).

Wl - Indicateurs de la non-conformité microbiologique des crémes
glacées

Etant forméd’un mélang de lait, de creme, de sucre et de parfles crémes glacé
peuvent étre contamingeaussi bien par les germes l'environnement que par ¢
coliformes et les germes pathogée

A- Les germes totaux ou la flore mésophile aérobiate :

Les germes aérobies mésophiles comprennent l'efsedds bactéries, des levures et
moisissures que l'on rencontre dl'environnement des denrées alimenta
La présence de ldlore mésophile aérobie toti est tolérable s’elle ne déjse pas le seu
d’acceptabilité Son dénombrement élevé signifie qu'une contaioimatu de fausses manipulatic
ou une conservatiodéficiente ont eu lieu, et peut provoquer uneraii@n rapide du produit
diminuer le délai de sa conservat(BULLETIN OFFICIEL, 2004) .
La recherche de la flore mésophile aérobie totae ddun grand intérét, son dénombrernr
permet notamment:

» D’évaluer la qualité hygiénique et marchande du pitdau ;

» De contréler la propreté de I'équipement et desipoéations ;

» De vérifier les déficiences au cours des opérz ;

» De prendre des mesures préventives pour amélidrggiéne de la fabricatic

(CHRISTIAN STEPHAN SECKE, 2007).
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B- Les germes témoins d’'une contamination féc :

B.1. Les coliformes totaw

lls regroupent plusieurs especes bactériennes de [defatas Enterobacteriaceae, se
présentent sous formes de batonnets, Cnégatif, non sporulésnobiles ou no, possédant
'enzyme B-galactosidase permettant I'hnydrolyse du lactose7&C3afin de produire de
colonies rouges avec des reflets métalli sur un milieu bien approp. lls sont oxydases
négatives et réduisent les nitis en nitrites sous conditions anaérobs. Les coliformes
totaux incluent, entres autres, les genres suiv Escherichia, EntérobactéretKlebsiella.
Les coliformes ne sorgénéralement pas pathoge, ce sont des marqueurs da qualité
hygiénique générale et des indicateurda contamination fécal@Edberg et al. 200C.

B.2. Les coliformes fécau
Les coliformes fécaux ou coliformes thel- tolérants, sont un soggeupe des coliforme
totaux en forme de batonnets, ne formant pas de spor@sara négatif, oxydase négati
aérobies ou anaérobies facultatifs, capables daern présence de sels biliaires, ou at
agents de surface ayant des propriétés inhibitigesroissance analoguet capables de
fermenter le lactose avec production d'acide ejateen 48 heures a la température de 4
(Edberg et al, 2000 GOUIRAND,2003).

C- Germes pathogéen::

C.1. Staphylococcus aurel

Staphylococcugt Micrococcu: constituent deux genres bactériens qui ont ététéomgs
regroupés au sein de la famille dMicrococcaceaeCette famille a ét, en raison de
I'éloignement phylogénétique de ces deux gel
Ce sont des microorganism&ram positif halophile, formardes colonies caractéristiqu
et/ou non caractéristiques a la surface d'un mdiegulture sélectif (Chapman, Baird Par}
et donnant une réactionrfement positive a IcoagulassefDe Buyser M.L. (1996))
Leur principal habitat esd muqueuse nas;, la bouche, la gorge et la peau d’individus s
Cette bactérie peut étre disséminée facilement Bamgronnement et peut ainsi contami
les alimentsY LE LOIR, 2010).
Les Staphylococcus aureusoagulase positive souvent recherchés ne sont ggcément
entérotoxinogenes, et seuls IS. aureuscoagulase positive capables de produire
entérotoxine qui causent les intoxications alimiee¢ (SIGNS et al, 2011)
Des souches d8. aureud’origine variée (animale, humaine ou environneraetpeuven
contaminer les aliments crus. Cependant, éthermosensibleselles sont généraleme
détruites au cours de la pasteurisation ou deitgon des aliments. En outre, leur croissa
dans les alimentsst favoriséqrincipalement pales cremes glaceées, les patissieres la cr
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les aliments traites tels que les jambons, lessptellettes, ainsi que pdes salades
de pomme de terre, de volaille et de t (Lambert, 2003).
Leur présenceans les alimentchauffés et manipulés aprés cuisson est plutdndice de
contamination humaine et possiblement de mauvaisggues sur le plan des manipulati
et de I'hygiene des manipulateurs (défaut d’hygi€Y LE LOIR, 2010).

C.2.Salmonella sp

Les Salmonellesont des bactéries a Gram négatif de type a¢-anaérobie facultat
appartenant a la famille deEnterobacteriaceaet possédant toutes leurs caractéristi
biochimiques. Hes sont mobile grace a une ciliature péritrichet se développent a u
température comprise ense’C et 45 °C avec un optimum entre3!37 °C, a un pH variant
de 4,5 a 9 avec un optimum compris entre 6,4 etlaplupart des salmonelles peuven
développer dans les aliments préset une activité de I'eafAw comprise entre 0,945
0,999). Le potentield'oxydoréduction peut aussi étre un facteur détaani dans I
croissance de ce micarganism (D'Aoust J.V. (1989).
L'intestin des animaux constitue le réservoir laspimportanten salmonelles et contribi
fortement a leur dissémination dans I'environnenoentlles peuvent survivre mais sans
multiplier. La contamination de lomme peut se faire de fagon directe par co, ou le plus
souvent, par lintermédiaire d'alimentsuillés, un grand nombre de produits alimente
étant susceptibles d'étre vect« (Doyle M.P. & Cliver D.O. (1990).

C-3-Listeria monocytogene

Les bactéries du genidsteria se présentent sous la forme de petits bacillesodael
réguliere de 0,5um a 2um de long et de 0,4m a 0,5um de diaretre, arrondis aux
extrémités et ne formant ni capsule ni spore. Etag a Gram positif, pouvant apparaitre
coloration de Gramisolées, en V, en amas et parfois méme en chai(See linger H.P.R.
& Jones D. (1986).
Leur croissance est possible entre 0 °C et ¢, avec un optimum entre 30 et 37, a un pH
compris entre 4,5 et 9,fiysqu'a 10 % NaCl et pour une activité dau (AW) de 0,92. Elles
sont mobiles graceune ciliaturepéritriche(Lovett J. (1989).
Listeria monocytogengseut étre considérée comme un agent pathogenenddiimee« parfai
» car elle est ubiquiste, trés résnte aux conditions difficiles @mpérature, Aw, pH...) «
surtout elle est capable de se développer aux tatupés de réfrigération des aliments.
virulence des souches pour d'ailleurs étre exaltée par leur développement ssd
températurgLarpent J.P. (1995).
Le lait constite un ingrédient principal dans la composition desents de glaces et crem
glacées. Des étudest montrique les produits lactés sont la source de risqua listérios:
(Pearson ,199Q Maifreni, 1993).
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IV- Risques sanitaires liés a la consommation des

cremes glacés

Les membres de I'Organisation des Nations Unies palimentation et l'agriculture
(FAO) et de I'Organisation mondiale de la santé &), ont exprimé leur inquiétude au su
de la gcurité sanitaire des alimeraux niveaux tant nationawgu’international. L’incidenc
croissante des maladies d’origine alimentaire auscdas dernieres décennies semble
de nombreux pays étre liée a une augmentation ddadiea dues a la présence
microorganismes dans les alime
Le secteur desrémes glacées industrielles et artisanales esiteftrent contrblé et le
mesures d’hygiene sont drastiques. Cependanggeerisanitaire est associé a la glace ¢
I'ancienne, fabgquée «comme a la maison» paromme "au blouson blanc”, le plusuvent
vendu devant les écoles, dans des kiosques spésiau dans des cremeries. ype de
glaces demeure tres prigar le consommate a cause du prix trés abordable a une gr
Catégoriede la population marocaine. Devant le risque saeit& |le consommation de ¢
cremes glacéesin suivi de la qualité microbiologique de ces alitses'impose afin d’évit
la survenue de toxifections alimentaire qui peuvent avoir des conséquences dramati
sur la santé des consommateurs mais égalemenles intéréts économiques du p.
(Abdelhakim EL OUALI ALAMI et al,. (2010)).

1. Les intoxications alimentaires :

Les intoxicationgrésultent de I'ingestion d’'une toxine préformée sléialiment. Il s’agit
essentiellement des intoxications botuliniquesphstbbcocciques et Bacillus cereu. Les
microorganismes synthétisent ces toxines de nafuodéique au cours de la phe
exponeniklle de croissanceC. botulinum)ou en fin de cette phas&.(aureus (AMAT-
ROSE J.M, 1997).

Plusieurs cas de toxitoxications alimentaires (TIA) liés a la contamtion des produit
glacés paiStaphylococcus aure, Salmonellaet Listeria monocytogenesnt été enregistrés
en Asie, en Europe et en Amérique. Au Maroc, le5s @ sont pas négligeables, 292 cas
été enregistrés en 2009, dont 50% était d’origaiBele y compris les glaces et crer
glacéeqL’Institut Danone France (assoation loi 1901).

2. Les toxi-infections alimentaires collectives(TIAC :

Elles sontfréquentes et parfois gravedles représentent un véritable probléme de <
publigue et sont de ce fait, incluses parmi les adliab transmissibles a déclarat
obligatoire. Un foyer de toxinfections alimentaires collectives (TIAC) est dédi comme I
survenue d’au moins 2 casndlaires d’'une symptomatologie, en général g«intestinale,
dont on peut rapporter selc(haeghebaer et al, 1997)a cause a une méme origi
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alimentaire.le diagnostic est d’abord clinique et la symptorieg@ est fonction d
'agent responsable. Lesignes digestifs (diarrhées, vomisent, nausées, doulet
abdominags) peuvent s’accompagner de signes générauxd(.

Trois agents pathogenes semblent ainsi étre lapldp temps mis en cause lors de T.I.£
Salmonella Staphylococcus auretet Clostrodium perfringenses aliments qui apparaisse

le plus a risque sont les ceufs, les poissons, amést et les viandes en gén.
(BELOMARIA et al,2007).

3. Situation épidémiologiqgue au Maro: :

Les intoxications sont loin d'étre négligeablesMaroc. Une étude épidémiologique ¢
TIAC entre 1999 et 2001 a mor une augmentation progressive au cours des 10 des
années. Les glaces ont étériminées dans 10%des cas de TIACe Minor L. (1989).

En 2009, les derniéregatistiques ¢ centre antipoison et de pharmacovigilance ont dé
292 cas de TIAC au Maroc. Parmi les produit incniesi, les produits laitiers leur dérives
représentent environ 5%igure ) (D'Aoust J.V. (1989).

nan refrouvé
Eau de boisson |
Autres aliments
Coquillages
Poissons crusiacés
Volallles
Produits de charcuteris
Viandes
CEufs ot préparation & base d'mufs
Lait ot produits laltiers

Figure 3: Pourcentage respectif des aliments incriminéswspectés de TIAC entre 199¢
2008 (G. Delmas et al. IN\, 1996).

4. Prévention des tox-infections alimentaires
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La sécurité bactériologique est le critere de bdesda sécurité alimentaire.

présence dans un aliment d'une bactérie potentieli¢ pathogéne n’entraine pas forcen
une T.LLA. symptomatique. En effet, les germes d#akment se trouvent dans 1
environnement physicohimique variable dont les conditions peuvent reeéiee fvorables a
leur développement (température, pH, substancebitimtes...). D’autre part le mic-
organisme n’est pas seul mais se trouve au seinedjpopulation bactérienne ou
compétition existe entre chaque espece présenteolseéquence, si les béries sont déja
présentes dans un aliment ou si elles sont invail@ment ajoutées au cours de
préparation, il faut a tout prix éviter leur muligation avint la consommation de I'alimer
Dans le cas des glaces, la prévention de«infections éimentaires imposde respecter la
chaine du froicet les bonnes pratiques d’hygiel depuis lafabrication jusqu’au stockag
distribution etconsommation, et d’éviter cles laisser les a une température ambiante
favorise la multiplication des baries.

En outre, awiveau industriel ou colleci il est primordial de disposer de matiereemiéres
(ceuf, sucre, additifs,..) contrélées comme éti microbiologiquement propr ». Mais il
convient aussi de stocker les produits fragilessd#es encntes frigorifiques et de respec
la chaine duroid sans rupture de ce-ci. Toutefois, auniveau individuel et familial, le
regles a respecter sont finalement extrémementhpsoce celles préconisées pour
collectivités: il faut maintenir la chine du froid, conserver les produits au réfrigénatea
laver les mains avant de toucher un aliment effigéria propreté des instruments utili
(L’Institut Danone France (association loi 190.

V- Qualité hygiénique des glaces

La qualité hygiéniqueles glaces et des crer glacees est régigar le circulaire conjoir
N° 3 du 3-12-84du Ministre de I'agricultur et de le réforme agraire et du Ministre de
sante publiqueLes germes recherchés ainsi que leurs criteresepdabilité sont présent
dans le tableau suivant.

Tableaul: Criteres microbiologiquedes crémes glacéEQNFEDERATION NATIONALE
DES GLACIERS DE FRANCE, 1998

Seull Les parametres recherchés

GT CF St. aureug Salmonella

5.10° 100 ABS

M : seuil limite d'acceptabilité e-dela duquel les résultats ne sont plus considéasne
satisfaisants.
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v" Sila valeur estM: Conform
v Sila valeur estM™ : Non conform

MATERIEL ET METHODES

1- Type et période d’étude
Il s’agit d'une étude prospece réalisée durant le mois de mai 20EHe a concerné I'étud
de la qualité microbiologique dcrémes glacégwétes a étre consomme

2- Lieu de prélevement:
Les préléevements ont été réalisés dans difféecrémeriede la région dFés. Le nombre

de prélevement réaligtait de23.

3- Lieu d’étude:

Les prélévements réalisés ont été analysés aualabe régional de diagnost
épidémiologique et d’hygiéne du milieu de Fés (LRIM) au niveau de l'unité d’hygier
alimentaire.

4- Prélevements, acheminement, transport etréception des échantillons at
laboratoire :
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Les prélevements ont été effectués aseptiquenagist des sachets stériles par
techniciens d’hygiéne du milieu dépendant du Merst de la santé, selon la nor
(NM03.7.059).
Les échantillons prélevés ont été acheminés immneddent au LRDEHM, dansne
glaciéere maintenue a une température de 5:
Un contr6le qualité des échantillons rea étéfait systématiquement au laboratoire av
d’étre analyseés, il englobait :
La mesure de la T° de la glaciai
L'identification des échantillon:
L’heure de prélevemer
Le délai de transport,
La conformité du prélévement, etc.

N.B :Les échantillons ne répondant pas aux conditionsoesignes de prélévement
d’acheminement ne sont pas analysés. Toute-conformité détectée est enregistpuis
mentionnée au responsable du prélevement afin ggi@ctions d’amélioration puissent a\
lieu.

5- Analyse de la qualité bactériologique des créemesagée :

A- Matériel, équipements et consommables utilisé
Le matériel néessaire pour le controle de I'analyse dqualité bactériologique dt
cremes glacées comprend :
e Matériel de stérilisation: autoclave (121+3°C)atrf pasteur (175+5°(;
Matériel de prélévement: ciseaux, pinces et sf ;
Matériel dhomogénéisatio Stomacher, vortex ;
Matériel d'incubation: Etuves (30+1°C, 37+1°C, 44&°C) ;
Matériel pour préparation et conservation de miiele cultur: balance, ba-marie,
réfrigérateur réglé a 5+3';
Matériel de mesure: pipettes stériles,- pipette et balance analytique;
Milieux de culture : PCA, EPT, VBRL, BP, RP, HK, BHDNase et Kligle ;
» Réactifs pour identificatic : test catalase, plasma de lapin, urée, Kovacguéssoxydase
disque ONPG;
Divers : Ethanol 70 % pour flambage, becsnsen, boites de pétries, compteur
colonies, tubes et flacons stériles, ans¢
N.B : - La compositiordes milieux de cultu est décrite eannexe B

B- Méthoded’interprétation :
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L’'analyse des cremes glacées été réalisée le ciraulaire conjoint N° 3 du -12-
84.Les microorganismes dénombrés ou reche étaient essentiellement
La flore mésophile aérobies totale (FM), (NM 08.0.102)
Les coliformes totaux (C), (NM 08.0.115)
LesStaphylococcus aure, (NM 08.01.104, 1ISO 6888(2004)
LesSalmonella(NM 08.0.116(2004)).
Une schématisaih des techniques utilisées eststrée erannexeA.

1-Préparation deséchantillons d’aliments pour analyse microbiologige

a- Solution mere(SM)
La préparation de la solution méconsiste a pesaseptiquement dans un sacherile 25
g de I'échantillon, le mélanc ensuite avec une quantité neuf fégale a celle de I'ec
peptonée tamponnée (EPT9oit 225ml) et enfin souder le sachet en flambamt kord
Iégérement a la chaleur.
N.B: Il est important de prélever au minimum a 4 ou 5raitsl dans |'échantillon afi
d'obtenir la représentativité.

b- Dilutions décimales subséquent

% Principe:

La préparation de dilutions décimales a lieu sieséaire, en vue de réduire le nombre
micro-organismes par unité de volume pour permettre,sapréubation, d’observer le
éventuel développement (cas des tubes) ou effelgudEnombrement des coies (cas des
boites de pétri).

+« Protocole:

Transvaser, a l'aide d’'une pipette stérilelml deSM dans un tube de 9 ml de I'e
physiologique stérile. Mélanger le tout avec urtatgur mécanique (vorte

Cette opération est répétée sur les dilutionimales allant de 16-4 1(*, en utilisant &
chaque dilution une nouvelle pipette sté

2-Broyage et homogénéisatio

L'utilisation d’'un homogénéisateur de type péristale (Stomacher) est préconisée.
microorganismes seront délogés de I'échantillordpdorts jets de liquide et par I'écrasen
de l'aliment. Habituellement, l'aliment devraiteéthomogénéisé poiune période d’une
minute et demie jusqu'a 2 minut

3-Ensemencement
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Les échantillons sont ensemencés en profondeumosudace selon les flor
recherchées et ceci en respectant les normes Béesrpour chaue germe recherché. |
tableau 2montreun résumé des méthodes d’analyutilisées.

Tableau 2: Résumé des méthodes d’analyse bactériologique wibe.

Parametre
microbiologique

Volume d’inoculum

Milieu
d’ensemencement

Méthode
d’ensemencemer

Condition
d’incubation

FMAT

Iml

PCA

En profondeu

30+1°C/ 24h

CT

Iml

VBRL

En profondet

30+1°C/ 24h

Staphylococcus
aureus

0,1m!

Baird Parker

Par étalement

37+1°C/24h

Salmonell&*)

0,1ml de la cultur
de PE

Rappaport

Transfert dans un tuk
de 10ml

44+0,5°C/24h

50u

Hektoen

Epuisemendu bouillor
sélectif sur le miliet
HK

37+1°C/24h

N.B : (*) signifie qu'un 1ér enrichissement dSalmonellaest réalisé en incubant la soluti
mere préalablement préparée 37+1°C/24F

4-Dénombrement et identification des germe
4-a- Dénombrementdes germes totaux (FMAT
Le dénombrement des germes totaux inclut toutesdiisles végétatives et les spores
bactéries, les levures et les moisissures qui pgypaisser a une température donnée si
dans un milieu de culture don
Des micro-orgnismes strictement mésophiles ont une tempérapimaale de 3-37°C. Leur
dénombrement est déterminé sur un milieu Plate Cagar (PCA), milieu nutritif san

inhibiteurs dans le but de favoriser le développ®rae30°C/24h de tous les gern

Aseptiquementon transfert 1ml de SM dans les boites de pétéeles a I'aide d'un
pipette stérile, on répete I'opération avec d’aulitations s’il le faut On coule dans chaq!
boite de pétri environ 15ml de PCA préalablemegéparé, fondu et reoidi a I'étuve a une
T° de 45+1°C, on mélangsoigneusement I'inoculunon laissesolidifier puison incube a
30£1°C pendant 21h£3h.

Apres le temps ‘thcubation, on compte les colonies pour chaquéebdes résultats so
exprimés en UFC/ml ou par (NM 08.0.103.
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Gélose PCA avarnincubation Gélose PCA agincubation

4-b- Dénombrement des coliformes totaux(C1
On transfert dans une boite de pétri stérile 1mbdeM a l'aide de pipette stérile, puis
coule dans la boite du milieVBRL préalablement refroidie. On mélange soigneusel
l'inoculum, puis on incube a 30°+1°C pendant 21haphes solidificatior
Aprés incubation a 30t1°('apparition de colonies rouges briquseir un milieu de cultur
lactosé sélectif et différentiel avec producticacdie indique la présence de coliformes tc
(NM 08.0.115).

B

il

N

Milieu VBRL avant incubation Milieu VBRLaprés incubatic

4-c- Dénombrement deStaphylococcus aureus
Toujours pré de la flamme, on transfert a I'aide d’'une pipettiérile 0,1 ml de |
suspension mére (dilution 1pa la surface de boite dnilieu sélectif gélosé P). On répéte
l'opération avec la dilution 10et les dilutions suivantes si nécessaire.
On daler soigneusement l'inoculum le plus rapidemesdsible a la surface du mili
gélosé (BP) puis on inculde3ix1°C durant 24 a 48 h+3h.

a-Lecture

Les colonies caractéristiqgude Staphylococcus aureg®nt noires, brillantes et conve»
(1 a 1,5 mm de diamétre apres 24 h d'incubatioh%®ta 2,5 mm de diamétre apres 4
d'incubation) et entourées d'une zone claire qui ptre partiellement opac. Apres 18 a 24
heures d'incubation, peut apparaitre dans cette zone eclain anneau opalesce
immédiatement au contact des color
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N.B : Les colonies non caractéristiques sont semblaliiegpparence, mais sc
dépourvues de zone claire. Les colonies non caistig@es sont souvent constituées
souches deStaphylococcus aureucontaminant les produits laitiers. Elles ne sons
produites, frequemment, par les souche:Staphylococcus aureugli contaminent les autr
produits.

AT N L
,

Gélose sélective BP avant Gélose sélective BP apres incubation :
Incubation: absence de St. aureu  Présence de Staphylococcus aureus.

B-Confirmation

Pour le test de confirmation et d’apres la nc (NM 08.01.104) on choisit 5 colonie
caractéristiques.

La confirmation se fait a travers la recherchela coagulase. Cependant, on peut pe
d’abord par le test DNase, ensuite on réalisededeagulase aux colonies confirmées DN
positive.

B-1- Test DNase :

% Principe

Le milieu gélose a l'acide désoxyribonucléique perrnta recherche de I'ADN de
bactéries, et particulierement celle Staphylococcus aureus

La révélation se fait par I'acide chlorhydrique qi&f normg) qui, un¢ fois appliqué et
laissé pénétrer danse | milieu, les microorganismes positifs a la DNassmme
Staphylococcus aureusont entourés d’'une zone cli d'’ADN dépolymérisé, tandis que |
parties du milieu plus éloignées de la bande dfeeseement sont opaques et blancha
sous l'effet de I'®N polymérisé. Les colonies de microorganismes ftiiga la DNase n
présentent pas de zones plus claires en péripthesieolonie: Si la zone autour de la strie

claire,la souche est DNase (+) ; sinon, elle est DN-).

% Technique

A partir d’'une culture purifiée identifiéStaphylococcyson ensemence par épuisemer
milieu Gélosé a 'acide désoxyribonucléique a kattlune anse a fil droit, on incube a 37
pendant 24 h.
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% Lecture
Si aprés addition de 'acide chlorhydrique, zone autour de la strie est claire, la soL
est DNase.

Test DNase negative Test DNase posit

B-2-Test coagulase:

% Principe

Le plasma de lapin est un milieu idéal pour la eeche de la coagulase libre
Staphylococcus aureuka production de la coagulase permet de difféeeries souches ¢
Staphylococcus aureates autres soucheépidermes..)
Les souches de Staphylocascaureus provoquent la coagulation du plasmaug gbuven
au cours des 3 premiéres heures. Dans certaindacasagulation est plus légére et [
tardive, mais la réaction ne doit étre considérémme négative que si le phénom

n’intervient pas pres la 24eme heur

% Technique

Apres une étape d’enrichissement sur milieu BHIl'de®culum de Staphylococcus
préalablement identifié et confirmé DNase+, onégrél0,5 ml de ce dernier, et on I'ajoute
0,5 ml du plasma de lapin et on incube al°C pendant 24 h.

% Lecture
Si la coagulation se produit dans les 24 h, la lsewte Staphylococct est coagulase
positive

.-
T

Aspect du test négatif. Aspect du test positif.

4-d- Recherche des Salmonell :
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La méthodologie employée au LRDEHM permettant diiscet identifier le
bactérieSalmonelladans les aliments est celle préconisée dans lae’(NM 08.0.116)Elle
comprend 4 étapes : le peérichissement, I'enrichissement, lisolert et I'identification
(biochimique epar galerie API 2F).

4-d-1- Préenrichissement en milieu no-sélectif

Il consiste a prélever de facon aseptique, diff@®nparties dela creme glacé a
'ensemencer dans I'eau pepto tamponnégpuis I'incuber a 37+1°C pendant 24h:

N.B : La solution mere préalablement préparée pour lemdérement de la flore totale, d
coliformes, destaphylococct et des ASR sert pour le pegrichissement deSalmonella.

4-d- 2 Enrichissement en milieu sélecti
Les cultures de prénrichissement sont ensemencées dans un milietifragntenant de:
agents inhibiteurs actifs sur les germes qui famcarrence éSalmonell.. Pour cela, on
transfert a I'aide d’une pipette stér0,1 ml de la culture de penrichissement dans 10 ml
bouillon Rappaporgt on incube a 44+0,5°C pendant 21F

4-d-3- Culture sur gélose sélectiv
Les cultures d’enrichissement sélectif sont és par stries sur des géloses sélectives
inhibent la croissance des bactéries concurremtesrmettent un examen visuel des colo
présumeéeSalmonella
Aprés 21h£3h d'incubation du milieu d’enrichissement 44+0,5°C on ensemen: par
épuisemena l'aide dune ansdlambéedu bouillon sélectif sur une gélose Hektoen derag
obtenir les colonies bien isolées, ncube la gélose 37+1°C pendant 24hd

% Lecture

Sur gélose HK Les colonies typiques (Salmonellaont une coloration ble-vert avec ou
sans centre noir. Celgi- peut s’élargir et rendre la colonie complétemeoire. Certaine
souches atypiques produisent des colonies jaurEsaavsans centre nc
N.B : Apres 21hx3hd’incubation s’il n'y a pas de colonies indiquarat présence c©
Salmonellasur la gélose Hektoen, peut ré incuber les boites pendant 24h+3h de |

‘ .
4
Cud

Gélose Hektoen Gélose Hektoen Gélose Hektoe
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FST FES
Avant incubation Apres incubation Apres
incubation

Absence d&almonella Suspicion deSalmonella
4-d- 4- ldentification :

5-d-4-1-Identification par galerie classique

Préalablement a l'identification compléte, la cdosuspecte peut étre soumise a des
d'orientation de diagnostic miniaturisés ou a quedqtests d'identification appartenant i
galerie classique d'identification afin de s’ass@an appartenae aux Entérobactéries. Da
cas, il peut s'avérer nécessaire d'ensemenceriliesxmet réactifs suivants: Kligl-Hajna,
urée indole, réactif pour la recherche dp-galactosidase.

a- Milieu Kligler-Hajna
Ce milieu est un milieu complexe, qui perme recherche de plusieurs caracte
biochimiques. Il est tres utilisé dans l'identifioa desEnterobacteriacee.

% Principe
Il s’agit d’un milieu différentiel de couleur rougpii permet de confirmer la fermentati
du glucoseet du lactose, la producti de gazget aussi la réduction des composés soufré
se traduit par la production de,S. Comme les milieux contiennent des sels de &

production de b5 est révélée par la formation du sulfure métadlida couleur noir

% Technique
Avec les colonies sélectionnées et apres purifinaéventuelle sur gélose nutritive,
ensemence la pente du milieu en stries serréesrafigdes et le culot par piqQre profon
puis on incube a 37+1°C pendant 24h:

% Lecture
Si la souche fermenie lactose, la surface inclinée vire au jaune. Birsa couleu
reste inchangée.
Si la souche fermente le glucose, le culot virejaune. Sinon, sa couleur re:
inchangée.
Si la souche produit I'H2S, il se produit un nasgment de la zone joign le culot
a la pente.
Les cultures typiques dg@almonellecorrespondent a une pente alcaline (rouge) et lah
acide (jaune), avec formation de gaz, et avec (damson 90 % de cas) formation de sulf
d'hydrogéne (noircissement de la gélc
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Milieu Kligler Avant Milieu Kligler Milieu Kligler
incubation Apres incubation (1) Apres incubation (Z
(1) Pente rouge et culot jat ; (2): Pente rouge , culot jaune et formation ,S

b- Test Uréase:

% Principe

Il se fait sur milieu urée tryptophane, appelé iogpement milieu Urée Indole. Le mili¢
Urée Tryptophane est un milieu synthétigue (milidant la composition est conn
exactement tant qualitativement que quantitativemegiest un milieu complexe q permet
de rechercher I'tBase et I'indole, utiles a l'identification de naneuses bactéries notamm
parmi lesEnterobacteriacea
Les bactéries kdase (+) hydrolysent 'urée en ammoniaque, quiviier I'indicateur de pk
entrainant un changement de la couleur du miligsi & devient alcalin par formation ¢
carbonate d’ammonium, et vire au rouge violac&sajo'il était jaune orang

% Technique
On ensemence le milieu urée avec l'isolat puriii¢ milieu gélosé, puis on incube
37+£1°C pendant 18 a 24 h.

% Lecture
L’apparition d’'une couleurouge traduit une alcalinisation du milieu, sui I'hydrolyse de
l'urée et fomation de carbonate d'ammonium, la bactérilUréaseositive
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La persistance de la couleur orange montre qwilanpas eu d’alcalinisation,

bactérie est Uréase négative.
- ik

Test Uréase négatif Test Uréastétif

N.B : Si I'Uréase est négative, on passe au test i

c- Test Indole:

% Principe
Aprés addition du réactif de Kovacs, le dimét-amino-4benzaldéhyde contenu dans
réactif de Kovacs réagit avec l'indole produit pactivité dutryptophan, et produit un
anneau rouge a la partie supérieure du miliet-indole préalablement ensemel

« Technique
Ajouter une goutte de Kovacs au milieu L-indole préalablement ensemet

% Lecture
Si formation din anneau rouge : indole pos
Si absence d’'un aeau rouge : indolnégatif

Test indole négatif Test indole positif

d- Test ONPG (Orthonitrophényl -D-Galactopyranoside):
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FST FES
% Principe

Le terme ONPG hydrolase est plus propre que celli-galactosidase dans la mesure
il précise que le substrat utilisé est 'TONPG et fe@lactose
En effet, il existe des germes qui reconnaiss@NPG du c6té niti-2-phénol et non celui d
D-galacbside. Ces germes ont donc une activité ONPG hgskeosans fermenter le lactc
Le test a TONPG est une technique basée sur daalirecte de I'enzyme sur une moléc
chromogene pouvant étreOrtho-Nitrophényl-D @Glactopyranoside, ou le-naphtol-D-
galactopyranoside. Ceuwi- sont utilisés comme substrat et liberent respectent
I'orthonitrophénol (jaune) et le-naphtol.

% Technique
A partir d'une culture purifiée de bacille Gram aéfjet oxydase négative, nous avi
réalisé une suspension dar ml d’eau distillée stérile, puis nous avons ajoulte disque
imprégné dONPG.

% Lecture
Une réaction positive se traduit par un virage diemau jaun

!

v-

=

Test ONPG Négat Test ONPG positif

4-d-4-2-|dentification par APl 205
Si les tests d’orientation sont ceuxSalmonellaon passe a I'identification par I'’API E.

v Galerie API 20°
C’est une galerie de 20 mitubes préts a I'emploi permettant de réaliser 23s

biochimiques afin d’identifier des bacilles Gra— appartenant a la famille d
ENTEROBACTERIACEAE.

54nterprétation des résultats
La conformité des échantillons analysés est eféectelorle circulaire conjoinN° 3 du 3-
12-84.

6- Outil d'analyse
La saisie et le traiterné des donées ont été faits a I'aide du programixeel.
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RESULTATS

Au cours de notre étude, nous avons réalisé led@erttygiénique des échantillons de gla
recus au laboratoire régional d’épidémiologie étydiene de milieu (LRDEHM)

5- Répartition des échantillon: de cremes glacéesnalysés par catégorie

Le nombre d’éhantillons analysés était de. Leur répartition par catége est montré
dans La figure suivante :

@industriel
Dartisanal

Figure 4 : Répartition des échantillons analysés par catégor.

Sur un total de 23 échantillons, % des produits glacées analysés étaissus de
fabrication industrielle &3% de fabrication artisane

6- Pourcentage de norconformité globale

Comme le montre la figur5, on constate que sur 23 échantillonsgtiEes analysées,
non-conformité a été notée danscas, soit un pourcentage de remmformité de I'ordre d
21%.
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E conforme
H non conforme

Figure 5: pourcentage de la no-conformité globale.

7- Pourcentage de norconformité par catégorie de glace
Comme illustré en figure, nous avons noté une noanformité plus élevée dans le «
des glaces industrielles (% de |: 27%) que dans les glaces artisanales (% d :17%).
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% non conformité

artisanal industriel

Catégorie

Figure 6: Répartition de la non-conformité par catégorie de cremes glacét

8- Distribution de la positivité des germes
Les germes responsables de la-conformité des glaces sont montrés dans la figu
On remargque quia contamination par les coliformes totaux estlls mlominante (21%)
alors que les germes totaux et Staphylococcus aureusont étéresponsables que de ¢
de non-conformité.
L'absence de Salmonelle a été notée dans toushesions
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FST FES

nGT
nCT

St.aureus

Figure 7 : distribution de la positivité des germes.

9- Répartition de la non-conformité par germe et par catégori
Comme montré dans la figure 8, nous avons remagpeéla no-conformité des produit

traditionnels a été causée par les germes totales ettaphylocoques (8%), les coliforn
totaux (16%), alors que celle des glaces indulset’a été causée gpar les coliformes

totaux (27%).
La contamination par les germes pathog (St. aureusa étéremarque seulement dans

les glaces traditionnelleke %de N.C est de 8%.
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9

St.aureu ‘

St.aureu
Salmonelli .
Salmonelli .

artisane industriel

Catégorie de glaces

Figure8 : Répartition de la non-conformité par germes et par catégoriedes glaces.
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Discussion

La surveillance de la qualité hygiénique des cremlesées est une nécessité afin
garantir leur innocuité et prévenir la survenuead-intoxicationscollectives EL OUALI
ALAMI. A et al. (2010)).

Cette étude @té réalisée au LRDEHM dans le but d'évaluer laligudygiénique de
cremes glacées. Leéshantillons étient au nombre d23, dontllsont issus de la catégo
industrielle etl2de la catégorie artisan.

La nonconformité globale a étconstatée dans 5 échantillons, soit un pourcer
de21%.
Ce pourcentage est faible par rapport au résuitéittude réalisée pa$. L. Kruy, et al.,a la
ville de Phnom Penturant la périod(avril 1996 — 1997 et qui avait noté un pourcentage
contamination de I'ordre de 50

La noneonformité des créemes glacées industrielles est @levée (27%) que celle ¢
glaces artisanaled7%). Ce résultat ne concorde pas a celui nottEL OULI ALAMI .A
et al, er201Q qui avaient rével que 83% ds glaces artisanales analysées € impropres a
la consommation, étabsence totale de souillure dans les glaces inélies

La noneonformité des crémes glacées pot étre liee a un défaut d’hygiér des ustensiles
de manipulatiornors de la fabrication, au manque maintenance de la chaine du froid e
la conservation des produits fi, au manque d‘hygiene du personaelcours de
manipulationsEn outre, le nc-respect de la température desfeurisatiollors de la
fabrication des cremes glacées industrielles a thasait, pourrait contribuer a le
contaminatiofMEMENTO T ECHNIQUE N° 2 7 BONNES PRATIQUES — VENTE

DE GLACES (2011).

21% des échantillons de cremes glacées indusgiont été contaminpar des coliformes
totaux. Cette non-conformifgourrait étre liée aux au n-respect des bonnes conditic
d’hygienede fabrication, & la qualité de I'eau de ringetde désinfection des instrume
((MEMENTO T ECHNIQUE N° 2 7 BONNES PRATIQUES— VENTE DE GLACES
(2011).

La présence dgermes totaux %) et decoliformes totaux (16% dans les produits
traditionnels, témoigne dmauvaise pratiques de préparation, de souillures d’origiéeae
par des mains sales et de -respect ds bonnes pratiques d’hygiene lors de la prépar
etlou de stockage de ces aliments, au-respect vestimentairediffe, blouses, gants,..).
D'autre part, ces cremes glacées sont ves en petites portions a partir de grands récipi
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en vrac, qui ot été exposeés a I'dibre pour certains commercar{@sbdelhakim EL
OUALI ALAMI et al,. (2010).

Par rapport au germe pathogene, un seul cas dancimattion paiStaphylococccus.aure
a éeté détecté, contrairement a dautres eétudelisées, dansd’autres pay: 38% de
contamination en Lybie ,32%e contamination en Turqui@jokoh AO (2006), et100% de

contamination au Nigeriet eninde (Warke R, Kamat A, Kamat M, Thomas P (2000).

La présence de.aureuslans les cremes glacées pott résulter d’'une contaminaticdu
lait & partir de la flore initiale lors de la traite des vac(Bulletin mensuel d'information et
de liaison du PNTTA(2006). Cette contamination peut étdéorigine endoger suite a une
excréton mammaire de I'animimalade, ou d'origine exogene suite acontact direct avec
des troupeaux infectés @m lapport aved'environnement (eaux, personnel). L'ensemble
procédés de traitement et de transformation dupkait freiner la multiplication des germ
éventuellenent présents ou au contraire favoriser leur d@pamen
Le personnel qui manipule les glaces peut aussi @ie source majee de cette bactérie
pathogene f.aureuy qui se trouve frequemment (s les fosses nasa, la gorge, les
coupures, les abces et kcrétion.

Les Salmonelk étant I'agent pathogerle plus fréquemment incriminé dans les -
infections alimentaired.eur recherche est systématiquement réalisée datestles denrés
alimentaires. Leuprésence est a déclaration obloire auprés des services sanite quel

gue soit le type d’aliment. Leur prospection dans gchantillons de cremes glacées

révélé aucun cas de contamination, contrairemeiduires études qui ont montun taux de
contamination de 6,8%n Turquit (Yaman H, Elmali M et al,. (2006), de 5% en Lybie
(Bettelheim KA (2007), de 1% a VenezuelgWouafo, 1998), et de 5% au Cameron
(Tamsut, 1989).
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Conclusions,
recommandations et

perspectives

En guise de notre étugeospective sur 23échantillons de glaces commeséed a la ville d
Fés,nous pouvons conclure :

» Le % de la norconformité globale des échantillons analysés e21%.

» Les niveaux de contamination par les coliformesuntreprésentei21%, et par
les germes totauet Staphylococcus aurel({$%),

» L’absence totale deSalmonelles ;

La présence desoliformes totaux, notamment dans la catégorie glases industrielles
témoigne :

d’'une hygiéne incorrecte pendant larication des produits glac

de l'utilisation des surces et des appareils contam,

du nonrespect d la température de conservation,

du manque du respect des bonnes conditions d’hg par le personnel.

Suite a ce travaill serait recommandé de renfor :

L’éducation sanitaire, la promotion de I'hygiénaliiduelle et de I'hygiene
alimentaire. Elles soressentielles a les intégrans les programmes scolai

et dans les séances d’information destinées auxpolateurs, aux vendeurs

ainsi aux consomateurs afin d’éviter toutes sortes de contamina¢ibainsi
de minimiser les cas d’intoxication par les micgarismes pathogen

En perspective, il serait intéressan :

» Prévenir les contaminations :
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« Le contrble de l'eau de rincage et la déwation des
instruments servant a I'extraction manuelle dddaey juste avant empl
 La maitrise d la chaine du froid par ru contréle quotidien de
températures des congélateudes vitrines etdes autres espaces de
stockage.
» Assurer une bonne geon des stocks et conserver une tragat
» Adapter une gestion de sécurité alimentaire bagéd'analyse des risqu-
points critiques ou HACCP qui pourrait améliorergiaalité des glaces et crén
glacées au niveau des restaurants et manufac
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Annexe A : Fiche technique

Dénombrement de la flore mésophile aérobie total&(M 08.0.102

1ml de dilution décimale (10-1) d’aliment

Boite de pétri stérile
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Couler 15ml de Gélose PCA

Mélanger I'inoculum et laisser solidifier

Incuber les boites retournées a «37°C pdt 24h

Annexe A : Fiche technique (suite)

Dénombrement des coliformes totaux et fécaux (NM 081.124

1ml de dilution décimale (10-1) d’aliment

Boites de pétri stériles
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Couler 15ml de Desoxycholate Lactose

|

Mélanger I'inoculum au milieu et laisser solidifier

I

Incuber les boites retournées pdt 24h+/-2h

|

37°C pour les CT 44°C pour les C

Compter les colonies rouge briques d’un diamétre de 5mm

Exprimer les résultats en UFC/ml

Annexe A : Fiche technigue(suite)

Dénombrement desStaphylocoques pathogenes : (NM 081.104

0,1 ml de dilution décimal10~* d’aliment

!

Etalement

J

Boites de pétri contenant le milieu gélosé B—Parke
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Incuber a 37°C pdt 24h

Retenir pour conformation les colonies noi brillantes et convexes entourées d’une .

Claire et d’'un anneau opaque.
Ensemencement en tube de bouillon coeur cervellé)

Ajouter stérilisation 0,1 ml de chaque culture 2] de plasma de lag

|

La coagulase est positive pdt le coagulascupe plus dé/4 de volumi

Exprimer les résultats par UFC,

Annexe A : Fiche technique (suite

Recherche des Salmonell : (NM 08.1.116)

<Etape] :Pré-enrichissemerD

25ml de boisson + 225 ml d’eau peptonée tampc

J

Incubation a 37°C pdt 24h

<Etape2 : Enrichissement séle@
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0,1ml de culture +10ml de bouillon Rappaport Vliadis

Incubation a 44°C pdt 24h

< Etape3 : Isolement >

Isolement sur milieu Hektoen

N
Incubation a37°C pdt 24h

N
Colonies a centre noir

< Etape4 : Identification >

Galerie biochimique

4

Confirmation sérologique

!

Présence ou absenceSalmonelle dans 25ml

Annexe B: Composition des milieux de cultur:

NB :La composition des milieux est en gramme par titeau distillée

Milieu : PCA

Pastone
Extrait de levure 2,50
Glucose 1,00
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| 15,00

Gélose lactose au Desoxycholate 0.1% :

Peptone

10

Lactose

10

Citrate de sodium

1

Rouge neutre

Desoxycholate de sodium

1

Chlorure de sodium

15

Agar agar bactériologique

13

Eau distillée

1litre

Gélose Braid-Parker(BR) :

Bio-Trypcase

10

Extrait de viande de boeuf

55

Extrait de levure

2

Chlorure de lithium

5

Pyruvate de sodium

10

Glycocolle

12

Tellurite de potassium

Emulsion de jaune d’ceuf a 10%

Agar

Milieu Hajna-Kligler :

Extrait de viande de boeuf

3

Extrait de levure

3

Peptone (riche en lysine)

20

NaCl

5

Citrate ferrique

0,3

Thiosulfate de sodium

10

Lactose

1

Glucose

5

Rouge de phénol

Agar

12

Eau distillée

1L

Milieu EMB :

Peptone bactériologique

10

Lactose

10
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Eosine

Bleu de méthyléne
Phosphate dipotassique
Agar

Milieu Gélose Hektoen :

Protéose peptone

Extrait e levure

Chlorure de sodium

Thiosulfate de sodium

Sels biliaires

Citrate de fer lll et d’ammonium
Salicine

Lactose

Saccharose

Fushine acide 0,1
Bleu de bromothymol 0,065
Agar 14

Eau distillée 1000ml

Milieu Bouillon ceceur-cervelle(BHI) :

Protéose-peptone 10,0
Infusion de cervelle de veau 12,5
Infusion de cceur de boeuf 5,0
Glucose 2,0
Chlorure de sodium 5,0
Hydrogénophosphate d sodium 2,5
ph=7,4

Milieu Urée- Indole :

L-tryptophane 0,3
Ethanol Iml
Rouge de phénol 0,25
Dihdrogénophosphate de potassium 0,1
Urée 2
Chlorure de sodium 0,5
Hydrogénophosphate de potassium 0,1

Faculté des sciences et techniques — Fés
B.P.2427-Route d’Imouzzar-FES




Milieu Gélose nutritive :

Peptone pancréatique d’organe
Extrait de viande

Chlorure de sodium

Agar

Milieu Rappaport Vissiliadis :

Peptone e soja 4,5
Vert de malachite 0,04
Chlorure de sodium 7,2
Dihdrogénophosphate sodium 1,5
Chlorure de magnésium 37,3

Fau peptonée tamponné :

Peptone
Chlorure de sodium
Eau distillée
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