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Etude de l’impact de la congélation/décongélation sur 
l’évolution de la microflore endogène de la viande hachée 

conservée sous atmosphère protectrice 

 

OBJECTIF DU TRAVAIL : Cette étude a pour but d’évaluer dans quelles proportions les 

différentes méthodes de décongélation peuvent impacter la croissance de la microflore 

endogène de la viande hachée de porc et bœuf. 

RESUME :  

La viande hachée est un type de denrées alimentaires de plus en plus consommé. Comme 

pour tout aliment d’origine animal, une contamination microbienne y est associée. Par le 

processus de fabrication de la viande hachée ou des préparations à base de viande, les 

bactéries présentes en surface sont amenées en profondeur et se répandent dans l’entièreté 

du produit augmentant le risque pour le consommateur.  

La congélation est une technique de conservation de plus en plus utilisée par les 

consommateurs afin d’augmenter la durée de vie de leurs achats alimentaires. Mais il est 

important d’assurer un bon processus de décongélation à ces denrées, non seulement pour 

éviter une perte de qualité organoleptique, mais également afin de limiter la multiplication 

bactérienne pouvant survenir lors de paramètres de décongélation extrêmes.  

Afin de déterminer quelle différence significative il existe entre différentes méthodes de 

décongélation, deux protocoles de test ont été réalisés sur de la viande hachée provenant de 

trois magasins différents. Les viandes décongelées ont ensuite subis des analyses par 

dénombrement microbiologique et par métagénétique.  

 

 

 

 



Study of the impact of freezing/thawing on the evolution of 
the endogenous microflora of minced meat stored in a 

protective atmosphere 

 
AIM OF THE WORK: The purpose of this study is to evaluate the extent to which different 

thawing methods can impact the growth of endogenous microflora in ground pork and beef. 

SUMMARY:  
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1. Introduction 

1.1.  Evolution de la consommation de viande 

En 2014, la dernière enquête nationale de consommation alimentaire rapporte une 

diminution de 6% en ce qui concerne la consommation de viande et de produits à base de 

viande en Belgique. En parallèle à cette diminution globale de la consommation de viande, la 

consommation de viande hachée a augmenté au détriment des viandes nobles. Le Belge 

consommait en moyenne 40,51 kg par an de viande.  

 Enfin, en 2021, la consommation apparente de viande, qui correspond à la quantité 

totale de viande mise sur la marché nationale, exprimée en poids de carcasse s’élevait à 

81,7 kg (poids équivalent carcasse). Cette valeur ne correspond donc pas à la valeur de 

consommation réelle. De plus, la valeur moyenne de viande commercialisable s’élevait à 

64,4 kg par habitant par an. Hors de cette valeur, il est intéressant de constater que 32,8 kg 

sont de la viande de porc, 13,8 kg sont de la viande de volaille et 10,8 kg sont de la viande de 

bœuf/porc. Cependant, ces valeurs restent surestimées puisqu’elles ne tiennent ni compte du 

gaspillage alimentaire ni de la fraction de viande utilisée dans l’alimentation animale(« Quelle 

est la consommation de viande et de poisson en Belgique ? » 2022). 

1.2.  Viande hachée 

Selon le règlement (CE) n° 853/2004, la viande hachée et les préparations de viandes 

sont considérées comme des viandes fraiches. Ce règlement définit  

- Les viandes fraiches : «les viandes n’ayant subi aucun traitement de conservation 

autre que la réfrigération, la congélation ou la surgélation, y compris les viandes 

conditionnées sous vide ou sous atmosphère contrôlée » 

- Les viandes hachées : « les viandes désossées qui ont été soumises à une opération 

de hachage en fragment et contenant moins de 1 % de sel » 

- Les préparations de viandes : «les viandes fraiches, y compris les viandes qui ont 

été réduites en fragments, auxquelles ont été ajoutés des denrées alimentaires, 

des condiments ou des additifs ou qui ont subi une transformation insuffisante 

pour modifier à cœur la structure fibreuse des muscles et ainsi faire disparaitre les 

caractéristiques de la viande fraiche ».  



L’arrêté royal du 13 juillet 2014 tolère un délai de maximum 48 h après préparation 

pour la vente de produits à base de viande hachée. Toutefois, le Comité scientifique 

responsable de l’évaluation du projet d’arrêté royal relatif à l’hygiène des denrées 

alimentaires approuve, dans son Avis 24-2013, un délai de vente au-delà de 48 h à condition 

que l’opérateur réalise une évaluation des risques démontrant que le produit peut être vendu 

durant une plus longue période.  

Afin d’être transformée en produit final, la viande doit être hachée. Le hachage 

favorise la dissémination des micro-organismes et peut donc induire leur développement au 

cœur du produit. Ce procédé nécessite aussi plus de manipulations, ce qui est susceptible 

d’apporter de nouvelles contaminations. Puisqu’aucun traitement de stabilisation ne sera 

appliqué à la préparation par la suite, les viandes hachées présentent un risque 

microbiologique plus élevé. C’est pourquoi il est recommandé de conserver la viande hachée 

à maximum 4 °C afin de limiter le développement des micro-organismes.  

AFSCAModule_Viande-fraiche_scherm_G-044_15-01-2018.pdf 

On considère que malgré sa transformation, la viande hachée conserve les 

caractéristiques physico-chimiques de la viande fraiche. L’aw de la viande fraiche est de ± 0,98, 

elle sera cependant diminuée par l’ajout de sel dans la préparation. Le pH quant à lui devra se 

situer entre 5,3 et 5,8 (Cauchie et al. 2020). 

La viande - Clinquart – chapitre 5 

1.3.  Flore altérante et pathogène 

En ce qui concerne les bactéries retrouvées dans la viande hachée, il faudra différencier 

la flore pathogène de la flore altérante.  

Cette dernière sera responsable de la putréfaction, du verdissement et du 

rancissement de la denrée alimentaire. Nous traiterons entre autres de Pseudomonas spp, de 

Brochothrix thermosphacta, de Clostridium perfringens, des entérobactéries et de certaines 

bactéries lactiques (Koutsoumanis et al. 2006; Nychas et al. 2008; Delhalle et al. 2016; Jiang 

et al. 2022).  

La flore pathogène, quant à elle, induira des troubles digestifs plus ou moins graves. 

Les pathogènes nous intéressant sont Salmonella spp., Escherichia coli entérohémorragiques, 

Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni/coli, mais également 

file:///C:/Users/Mathilde/Downloads/AFSCAModule_Viande-fraiche_scherm_G-044_15-01-2018.pdf


Staphylococcus aureus (Choi et al. 2013; De Filippis et al. 2013; Wang et al. 2015; Weinroth et 

al. 2019). 

Le tableau situé à la page suivante présente les caractéristiques de ces différentes 

bactéries. 

 

 

 

 

 



Tableau I. Caractéristiques et origine des différentes bactéries pouvant être retrouvées dans la viande hachée de porc et bœuf 

 
Bactérie Caractéristiques 

Conditions de croissance 
Source de 

contamination 
Transmission Références Température 

(° C) 
pH aw* 

F 
L 
O 
R 
E 
 

A 
L 
T 
E 
R 
A 
N 
T 
E 

 
Pseudomonas spp 

Bacille 
Gram – 
Aérobie  

4-42 4,5-9,5 >0,97 Environnement 
Contamination 

lors de la 
production 

Klein et al. 2009  
Limsong et Frazier 1966  

Meng et al. 2017  

Brochotrix 
thermosphacta 

Bacille 
Gram + 

Anaérobie 
facultative 

-3,4-30 5-8 >0,94 Environnement 
Contamination 

lors de la 
production 

Fall 2011 
Blickstad 1984 
Freiner 2006 

Clostridium 
perfringens 

Bacille 
Gram + 

Sporulante 
Anaérobie 

10-52 5-8,3 >0,95 
Tractus digestif 

des mammifères 

Sporulation et 
production 

d’entérotoxines 

Fiche de description de 
danger biologique 

transmissible par les 
aliments : “Clostridium 

perfringens” - Mai 2017, 
2018 

Photobacterium spp 

Gram - 
Coccobacille 
Aérobie et 
anaérobie 
facultative 

4-45 
 

4-11 
 

 Eau Contamination Moi et al. 2017 

Leuconostoc spp 

Bactérie 
lactique 
Coque 
Gram + 

Anaérobie 
facultative 

20-30 
(optimum) 

  
Viande fraiche 
Environnement 

Plantes 
Contamination 

Salvetti et al. 2021 
Devoyod et Poullain 

1988 
Nychas et al. 2008 

Lactococcus spp 

Bactérie 
lactique 
Coque 
Gram + 

-4,8-27 >4,8 
<~2,3 g de 
NaCl/100 

mL 
Environnement Contamination 

Fall 2011  
Nychas et al. 2008 



F 
L 
O 
R 
E 
 

P 
A 
T 
H 
O 
G 
E 
N 
E 
 
 

Salmonella spp 

Entérobactérie 
Bacille 
Gram – 

Aéro-anaérobie 

5-50 
 

3,8-9,5 >0,94 
Tractus digestif 
porc, bovin et 

volailles 

Alimentaire à 
partir d’aliments 
contaminés crus 

ou peu cuits 

Fiche de description de 
danger biologique 

transmissible par les 
aliments : “Salmonella 
spp” - juin 2021, 2021 

Escherichia coli 
entérohémorragiques 

Entérobactérie 
Bacille 
Gram – 

Aéro-anaérobie 

6-45,5 4,4-9 >0,95 
Tractus digestif 

ruminants et 
homme 

Alimentaire à 
partir de viande 

de bovin 

Fiche de description de 
danger microbiologique 

transmissible par les 
aliments : “Escherichia 

coli 
entérohémorragiques 

(EHEC) - Mai 2019, 2019 

Yersinia enterocolitica 

Entérobactérie 
Bacille 
Gram – 

Aéro-anaérobie 

-2-42 4-10 0,945 Viande de porc 

Alimentaire à 
partir d’aliments 
contaminés non 

ou pas assez cuits 

Fiche de description de 
danger biologique 

transmissible par les 
aliments : “Yersinia 

enterocolitica, Yersinia 
pseudotuberculosis” - 

Mai 2017, 2019 

 

Listeria 
monocytogenes 

Bacille 
Gram + 

Ubiquitaire et 
tellurique 
Anaérobie 

facultative et 
microaérophile 

-2-45 4-9,6 >0,92 
Viandes cuites et 
produits à base 

de viande 

Alimentaire 
 

Fiche de description de 
danger biologique 

transmissible par les 
aliments : “Listeria 

monocytogenes” - Avril 
2020, 2021 

Campylobacter 
jejuni/coli 

Bacille 
Gram – 

Microaérophile  
30-45 4,9-9 0,98 

Viande de porc, 
de bœuf et de 

volailles 
Alimentaire 

Fiche de description de 
danger biologique 

transmissible par les 
aliments : 

“Campylobacter jejuni, 
Campylobacter coli” - 

Juin 2020, 2021 

Staphylococcus aureus 
Coque 
Gram + 

6-48 4-10 
0,83 pour 
la bactérie 

Peau et 
muqueuses 

Alimentaire à 
partir d’aliments 

 Fiche de description de 
danger biologique 



*aw = activité de l’eau 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Toxinogène 
Aéro-anaérobie 

facultative 

0,86 pour 
la 

production 
de toxine 

Environnement 
Sphère 

respiratoire des 
animaux à sang 

chaud 

contaminés par 
l’homme 

transmissible par les 
aliments : 

“Staphylococcus aureus 
et entérotoxines 

staphylococciques” - 
Mars 2022, 2022 



En ce qui concerne les limites légales de sécurité, le règlement (CE) n° 2073/2005 

impose l’absence de Salmonella dans un échantillon de 25 g de viande hachée  et de 

préparation de viande destinées à être cuite ou mangée crue. En termes d’hygiène, ce même 

règlement impose des limites comprises entre 500.000 et 5.000.000 UFC/g de colonies 

aérobies dans la viande hachée en fin de fabrication, des limites comprises entre 50 et 500 

UFC/g d’Escherichia coli dans la viande hachée en fin de fabrication et des limites comprises 

entre 500 et 5.000 UFC/g dans les préparations de viande en fin de fabrication.  

1.4.  Conservation : principes de congélation, surgélation et décongélation 

La congélation des viandes fraiches est la méthode la plus commune de conservation 

pratiquée par les consommateurs (Lianou et Koutsoumanis 2009). Il est dès lors nécessaire de 

différencier congélation et surgélation. Pour ces deux méthodes de conservation, la 

température est abaissée et maintenue basse, en dessous du point de congélation du produit. 

La distinction se fait sur base de la température de conservation. En effet, entre -12 °C et -

18 °C, il est nécessaire de parler de congélation, celle-ci empêchant le développement de 

toute bactérie. En dessous de -18 °C, on parle alors de surgélation, ce qui induit un arrêt du 

développement de tout micro-organisme.  

Les techniques de conservation des aliments Antoine CLINQUART 

La congélation semble être une méthode intéressante pour diminuer légèrement la 

contamination bactérienne des denrées alimentaires et assurer une bonne conservation sur 

le long terme. Il semble cependant que l’effet de la congélation sera différent en fonction de 

la nature de la denrée alimentaire et de la bactérie incriminée. En effet, il est remarqué qu’une 

congélation de 9 jours à -20 °C permet une diminution de l’ordre de 1 log de Campylobacter 

(Georgsson et al. 2006) chez la volaille. Néanmoins, l’impact de ce procédé ne donne pas les 

mêmes résultats en ce qui concerne Listeria monocytogenes dans la viande de bœuf, pour 

laquelle la congélation n’a pas permis de diminuer la quantité de bactéries présentes dans 

l’échantillon (Lianou et Koutsoumanis 2009). En ce qui concerne E. coli et Salmonella, les 

résultats sont variables en fonction des études. Il est possible de noter une diminution de 0,7 

log de ces bactéries dans des burgers de bœuf (Manios et Skandamis 2015), une invariabilité 

de ces bactéries pour la viande de bœuf (Dykes 2006), voire une augmentation de ces 

bactéries sur du bœuf haché (Lianou et Koutsoumanis 2009) après une période de 

congélation.  



La décongélation d’un aliment  peut se réaliser en suivant différentes méthodes. Les 

méthodes préconisées sont la décongélation lente au réfrigérateur ou la décongélation rapide 

au micro-onde (Lianou et Koutsoumanis 2009). La décongélation à température ambiante est 

déconseillée d’un point de vue sanitaire. Des études comparent l’impact de ces différentes 

méthodes de décongélation sur des viandes différentes et pour des bactéries différentes. En 

2009, Lianou et collaborateurs ont comparé différentes méthodes de décongélation sur du 

bœuf haché inoculé par une solution contenant Listeria monocytogenes et Salmonella 

Enteridis. Cette étude n’a pas montré de différence significative entre les différentes 

méthodes de décongélation testées. Cependant, Stavros et collaborateurs (2015) ont 

démontré une augmentation de la population de Salmonella spp et d’Escherichia coli O157:H7 

lors d’une décongélation à 20 °C pendant 12 h de bœuf haché, en comparaison aux méthodes 

de décongélation prescrites. Toujours en 2015, Roccato et collaborateurs, ont montré une 

augmentation significative du nombre de Salmonella Typhimurium détectées dans des kebabs 

de volaille décongelés pendant une nuit à 23 °C comparativement à une décongélation 

pendant une nuit à 8 °C.  

1.5.  Méthodes d’analyses microbiologiques : dénombrement par étalements 

Le dénombrement de colonies bactériennes en surface et en profondeur nous donne 

une indication sur le niveau de contamination de l’aliment et plus précisément nous permet 

de dénombrer les micro-organismes cultivables.  

En fonction de leur caractéristiques de croissance, les bactéries poussent sur certains 

milieux plus ou moins sélectifs. Certains milieux permettent la croissance d’un type de 

bactéries, comme c’est le cas pour le Plate Count Agar qui permet la croissance des bactéries 

mésophiles aérobies. D’autres milieux sont plus sélectifs et permettent la croissance de 

certaines bactéries uniquement, comme par exemple le Violet Red Bite Glucose qui permet la 

croissance des entérobactéries. Associés au milieu choisi, les paramètres d’incubation 

permettront également la croissance de certaines bactéries plutôt que d’autres.  

1.6.  Méthodes d’analyses génétiques : métagénomique ciblée 

En complément aux analyses microbiologiques, il est intéressant de réaliser une 

analyse de métagénomique ciblée. La métagénomique consiste à séquencer l’ADN présent 

dans un échantillon pour déterminer avec précision l’ensemble des micro-organismes 



présents dans celui-ci. Cette méthode a pour avantage de permettre la détection d’espèces 

minoritaires, mais également la mise en évidence de bactéries non cultivables. La limite de 

cette méthode est qu’elle ne permet pas de déterminer si la bactérie identifiée est vivante, 

quiescente ou morte.  Pour réaliser cette analyse, il sera nécessaire d’amplifier les fragments 

ADN extraits de l’échantillon et les séquencer (Martin et al. 2018). 

Figure 1 : Schéma du principe de métagénomique ciblée 

  

Source : https://dridk.me/metagenomique.html 

2. Objectifs 

Cette étude a pour but d’évaluer dans quelles proportions les différentes méthodes de 

décongélation peuvent impacter la croissance de la microflore endogène de la viande hachée 

de porc et bœuf.  

3. Matériel et méthode 

3.1.  Design expérimental 

Les deux protocoles suivants furent mis en place sur de la viande hachée de porc et bœuf. 

Ces deux protocoles ont été pensés afin de déterminer si la congélation permet de diminuer 

la contamination de la viande hachée, mais également d’observer une potentielle différence 

dans le genre et espèce des bactéries présentes. 

 De plus, ils nous permettent de constater si des méthodes différentes de 

décongélation auront un impact significatif sur la population bactérienne et si les espèces 

bactériennes prédominantes seront modifiées par ces différentes méthodes de 

décongélation.  



3.1.1. Protocole 1 

La viande a été achetée au Delhaize de Ans dans le comptoir boucherie. Le lendemain, 

jour considéré comme J0 du protocole, la viande a été répartie dans 19 barquettes de 200 g 

(± 1 g) à une température ambiante de 10,4 °C au sein de l’unité pilote. L’ensemble des 

barquettes a été mise sous atmosphère protectrice composée de 70 % d’O2 et 30 % de CO2 

(machine Tecnovac – Italie). La composition du mélange fut préalablement vérifiée à l’aide 

d’un analyseur de gaz (machine PBI Dansensor Checkmate 3 – Allemagne). Les barquettes ont 

ensuite été étiquetées et placées aux températures adéquates (annexe 7.1).  

Les échantillons J0 et J5 ont été analysés avant congélation, respectivement le jour de 

mise en conditionnement et après une conservation de 5 jours à 7 °C.  

Les échantillons A, B et C ont été congelés pendant 7 jours à -20 °C, mais ont subi des 

méthodes de décongélation différentes. Les échantillons A ont été décongelés à 7 °C pendant 

18 h afin de mimer une décongélation au réfrigérateur (méthode 1). Les échantillons B ont été 

décongelés à 20 °C pendant 4 h, qui est le temps nécessaire pour que l’échantillon soit dégelé 

(méthode 2) et les échantillons C ont été décongelés à 20 °C pendant 8h afin de mimer une 

décongélation à température ambiante durant une journée de travail (méthode 3). Les 6 

échantillons, une fois le processus de décongélation terminé, ont été conservé 5 jours à 7 °C.  

Les échantillons D, E et F ont été congelés pendant 28 jours à -20 °C et ont subi, 

respectivement, les mêmes traitements que les échantillons A, B et C.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Viande hachée porc et bœuf

2 barquettes de 200 g sous MAP 
(70% O2/30% CO2) 

J0

Analyse à J0

2x2 échantillons

J5

Analyse à J5

2x2 échantillons 

6 barquettes de 200 g sous MAP 
(70% O2/30% CO2) 

Congélation à -20 °C pendant 7 
jours

A

Décongélation à 7 °C pendant 
18 heures 

Conservation 5 jours à 7 °C

2x2 échantillons

B

Décongélation à 20 °C pendant 
4 heures

Conservation 5 jours à 7 °C

2x2 échantillons

C

Décongélation à 20 °C pendant  
8 heures 

Conservation 5 jours à 7 °C
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Figure 2 : Schéma expliquant le protocole 1 



3.1.2. Protocole 2  

Ce deuxième protocole diffère du premier, car deux viandes d’origine différentes sont 

analysées. La première viande a été achetée au Carrefour de Boncelles et la deuxième au 

Colruyt de Boncelles (8 mars 2023). La première viande est composée de 77 % de porc et 13 % 

de bœuf, conservée sous atmosphère protectrice (composition inconnue) et la DLC prévue est 

le 13 mars 2023. Cette première viande n’a pas été achetée le jour de mise en rayon. La 

deuxième viande est composée de 52 % de bœuf et 42 % de porc, conservée dans des 

emballages alimentaires et la DLC prévue est le 11 mars 2023. Cette deuxième viande a été 

achetée le jour de mise en rayon. 

Le jour de l’achat, considéré comme J0 du protocole, 15 barquettes de 200 g (± 1 g) de 

viande en provenance du Colruyt et 14 barquettes de 200 g (± 1 g) de viande en provenance 

du Carrefour ont été réalisées dans l’unité pilote a une température de 10,6 °C. Toutes les 

barquettes ont été mises sous atmosphère protectrice (70 % CO2 et 30 % O2) (machine 

Tecnovac – Italie) préalablement vérifiée par un analyseur de gaz (machine PBI Dansensor 

Checkmate 3 – Allemagne). Les barquettes ont été identifiées et placées aux températures 

correctes de conservation (annexe 7.2).  

Les échantillons J0 et J5 ont été analysés avant congélation, respectivement au jour de 

mise en conditionnement et après une conservation de 5 jours à une température de 7 °C.  

Les échantillons A-D, A-C, B-D et B-C ont été congelés à -20 °C pendant 7 jours et ont 

subi des méthodes de décongélation différentes. Les échantillons A ont subi la méthode 3 de 

décongélation et les échantillons B ont subi la méthode 1 de décongélation. Une première 

partie de ces 4 échantillons est analysée immédiatement après décongélation et l’autre partie 

est analysée après une conservation de 7 jours à 5 °C.  

Les échantillons C-D, C-C, D-D et D-C ont été congelés à -20 °C pendant 28 jours et ont 

respectivement subi la méthode 3 et la méthode 1 de décongélation. Similairement aux 

échantillons A et B, une première partie des échantillons C et D est analysée immédiatement 

après décongélation et la seconde partie est analysée après une conservation de 7 jours à 5 °C.
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B
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pendant 18h
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C
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Analyse après 
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Db

Analyse après 
conservation 5 jours à 7°C
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Figure 3 : Schéma expliquant le protocole 2 



3.2.  Analyses microbiologiques 

Préalablement aux ensemencements, il est nécessaire de réaliser une solution à partir 

de la viande hachée. Pour se faire, une dilution de 1/10 a été réalisée (machine Diluflow 

Interscience – France). En pratique, 25 g (± 0,5 g) de viande hachée ont été déposés 

stérilement dans un sac Stomacher stérile et 225 g (± 5 g) d’eau physiologique ont été ajoutés 

pour réaliser la dilution. La solution a ensuite été homogénéisée (machine Stomacher 

Interscience – France) pendant 120 secondes. Une fois la solution mère obtenue, 15 mL de 

celle-ci ont été transvasés dans un Eppendorf afin de réaliser les différentes analyses.  

En fonction de la contamination de la viande, il est parfois nécessaire de réaliser des 

dilutions de cette suspension mère pour permettre le dénombrement sur boite. Des dilutions 

1/10 seront réalisées successivement.  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

3.2.1. Ensemencements 

 Dans le cadre de cette expérience, il est important d’avoir une idée de la contamination 

globale de la viande hachée, c’est pourquoi 5 milieux différents furent ensemencés.  

 

 

Figure 4 : Schéma expliquant le principe de dilution 1/10 utilisé 



Tableau II : Résumé des différents milieux utilisés et de leurs conditions d'utilisation 

Milieu Flore dénombrée 
Conditions de 

croissance protocole 1 

Conditions de 

croissance protocole 

2 

PCA – Plate Count 

Agar 

Bio-Rad 

Flore aérobie 

mésophile 
22 °C pendant 72 h 22 °C pendant 72 h 

VRBG – Violet Red 

Bite Glucose 

Bio-Rad 

Entérobactéries 

30 °C pendant 24 h 

selon la norme ISO 

21528:2004 

30 °C pendant 

24 selon la norme ISO 

21528:2004 

TBX – Tryptone 

Bite Glucuronate 

Bio-Rad 

Escherichia coli 37 °C pendant 24 h 

44 °C pendant 24 h 

selon la norme ISO 

16649 

CFC  

Thermo Scientific 
Pseudomonas spp 22 °C pendant 72 h 22 °C pendant 72h 

MRS – Man, 

Rogosa, Sharpe 

Bio-Rad 

Bactéries 

lactiques 
22 °C pendant 72 h 22 °C pendant 72h 

 

Utiliser le milieu PCA permet de faire pousser la flore aérobie mésophile, c’est-à-dire 

la flore qui est capable de croitre en aérobiose entre 20 °C et 45 °C. Le dénombrement de 

cette flore donne une estimation de la flore totale de l’échantillon sans permettre une 

identification des bactéries dénombrées.  

Les entérobactéries sont un ensemble de bactéries que l’on retrouve dans le tube 

digestif des animaux ou de l’homme. Ces bactéries peuvent être responsables de pathologies 

plus ou moins graves chez l’homme une fois ingérées. La gélose VRBG permet de faire pousser 

de manière sélective ces bactéries à l’origine de viandes notamment. En ce qui concerne 

Escherichia coli, le milieu TBX permet de la faire pousser de manière sélective à partir de 

denrées alimentaires. Dénombrer les entérobactéries permet de donner une indication de 

l’état d’hygiène des denrées alimentaires.  



 Les Pseudomonas sont les bactéries majoritaires responsable de l’altération de la 

viande. En les cultivant sur milieu sélectif, il est possible d’avoir une idée générale de l’état 

d’altération de la viande.  

En ce qui concerne les bactéries lactiques, elles sont utiles dans la conservation de la 

viande, car elles permettent de diminuer le pH de la viande et ainsi inhibent le développement 

de bactéries pathogènes.  

Les ensemencements et dilutions réalisés lors des deux protocoles sont repris en annexe 7.3.  

3.2.2. Dénombrements 

 Toutes les boites ont été comptées après 24 h, 48 h et 72 h d’incubation. Le 

dénombrement a ensuite été réaliser selon les différentes normes.  

  Lorsque la contamination était supérieure à 300 colonies, il a été décidé de prendre 

comme seuil 2 fois la valeur réelle de contamination et lorsque qu’aucune colonie ne s’est 

développée, il a été décidé de prendre comme seuil la moitié de la valeur réelle.  

3.3.  Analyses génétiques 

L’étape inhérente aux analyses génétiques est l’extraction d’ADN. Cette première 

étape, permettant d’extraire l’ADN total de l’échantillon, a été réalisée avec le kit DNeasy 

Blood and Tissue en suivant les instructions du fabricant (QIAGEN Benelux BV, Anvers, 

Belgique).  

Une extraction d’ADN comporte 3 étapes successives : 

- Une lyse chimique et mécanique 

Celle-ci se réalise à l’aide non seulement d’enzyme, par exemple la protéinase k, 

de chaleur et de billes.  

- La liaison de l’ADN 

L’ADN se liera à la colonne, et plus précisément au filtre de silice, après avoir subi 

de multiples lavages et centrifugations. 

- L’élution  

L’élution consiste en une centrifugation finale après ajout d’un buffer qui retiendra 

l’ADN.  



 À la suite de son extraction, la concentration d’ADN a été évaluée avec un 

spectrophotomètre ND-1000 (NanoDrop ND-1000, Isogen, De Meern, Pays-Bas).  

 Ensuite, une PCR 16S a été effectuée pour identifier les différentes bactéries présentes 

dans l’échantillon. Pour réaliser cette PCR deux amorces différentes ont été utilisées, l’une 

directe (5’-GAGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3’) et l’autre indirecte (5’-ACCGCGGCTGCTGGCAC-

3’) qui permettent de cibler des régions hypervariables V1-V3 de l’ADN 16S. A la fin de ce 

processus, des amplicons sont obtenus, ceux-ci sont purifiés, quantifiés et soumis à un 

deuxième tour de PCR. Après cette seconde PCR, une qPCR est réalisée pour permettre la 

quantification de tous les échantillons et un regroupement des amplicons pour former une 

base de données. Les bases de données ont ensuite été séquencées à l’aide d’un séquenceur 

MiSeq Illumina (Illumina, San Diego, CA, USA) en utilisant les réactifs V3.   

4. Résultats  

Concernant le protocole 1, les échantillons J0 et J5 ont été analysés avant congélation 

le jour de conditionnement et après une conservation à 7 °C pendant 5 jours. Les échantillons 

A, B et C ont été analysés après une congélation de 7 jours à -20 °C et avoir subi les différentes 

méthodes de décongélation (voir annexe 7.1). Les échantillons D, E et F ont été analysés après 

une congélation de 28 jours à -20 °C et avoir subi les différentes méthodes de décongélation 

(voir annexe 7.1).  

Tout comme pour le protocole 1, les échantillons J0-D, J0-C, J5-D et J0-C ont été 

analysés avant congélation le jour de conditionnement et après une conservation à 7 °C 

pendant 5 jours. Les échantillons Aa et Ba ont été analysés après une congélation de 7 jours à 

-20 °C et directement après décongélation. Les échantillons Ab et Bb ont quant à eux été 

analysés après une congélation de 7 jours à -20 °C, mais après une conservation de 5 jours à 

7 °C après avoir été dégelé. Les échantillons Ca et Da ont été analysés après une conservation 

de 28 jours à -20 °C et directement après décongélation. Tout comme les échantillons Ab et 

Bb, les échantillons Cb et Db ont été analysés après congélation de 28 jours, mais après une 

conservation supplémentaire de 5 jours à 7 °C après décongélation. Les différentes méthodes 

imposées aux différents échantillons sont reprises dans l’annexe 7.2. 



La croissance des bactéries cultivables a été testée pour tous les échantillons sur PCA, 

VRBG, TBX, CFC et MRS. Les résultats sont repris dans les graphiques ci-dessous.  

4.1.  Analyses directement après décongélation 

Figure 5 : Dénombrement microbiologique après 7 jours de congélation – Carrefour (protocole 2) 

 

En ce qui concerne les échantillons ayant subi une décongélation à 20° C pendant 

8 heures (Aa-D), une augmentation d’un log est remarqué pour les germes totaux et les 

bactéries lactiques en comparaison aux données obtenues à J0. Il est également possible de 

constater une légère diminution des entérobactéries et des Pseudomonas après la 

congélation.  

Pour les échantillons ayant subi une décongélation à 7° C pendant 18 heures (Ba-D), 

une augmentation des bactéries lactiques et une légère diminution des entérobactéries et des 

Pseudomonas sont visibles. La population totale de bactéries restent quant à elle stable.  
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Figure 6 : Dénombrement microbiologique après 28 jours de congélation  - Carrefour (protocole 2) 

 

De manière générale, la congélation de 28 jours à -20° C permet une réduction de 

moitié de la flore totale des échantillons, et ce indépendamment la méthode de 

décongélation.  

Pour les échantillons ayant été décongelés à 20° C pendant 8 heures (Ca-D), on 

constate une augmentation d’un log des bactéries lactiques. Outre cette modification, les 

autres valeurs restent similaires à celles obtenues à J0, ce compris pour les échantillons Da-D.  

 

 

 

60.000
32.000

20.500

450

150
100

5 5 5

500
300

150

1.150

13.000

900

1

10

100

1.000

10.000

100.000

J0 28J -20°C + 8H 20°C 28J -20°C + 18H 7°C

J0-D Ca-D Da-D

Evolution des populations en fonction de différentes 
méthodes de décongélation après 28 jours à -20°C - Carrefour

Germes totaux (UFC/g)

Entérobactéries (UFC/g)

E. coli (UFC/g)

Pseudomonas (UFC/g)

Bactéries lactiques (UFC/g)



Figure 7 : Dénombrement microbiologique après 7 jours de congélation - Colruyt (protocole 2) 

 

 Pour les échantillons décongelés à 20° C pendant 8 heures (Aa-C), on constate une 

augmentation de deux log pour la population de bactéries lactiques, une légère augmentation 

de la population de Pseudomonas et une diminution d’un log des entérobactéries. La flore 

totale reste stable.  

 Pour les échantillons décongelés à 7° C pendant 18 heures (Ba-C), on constate une 

augmentation d’un log des bactéries lactiques, une légère augmentation de la flore totale et 

des Pseudomonas, et une diminution d’un log des entérobactéries.  
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Figure 8 : Dénombrement microbiologique après 28 jours de congélation - Colruyt (protocole 2) 

 

 Il est remarqué, et ce indépendamment de la méthode de décongélation, une 

diminution de la flore totale appuyée par la congélation de 28 jours. Cette diminution est 

cependant plus marquée pour les échantillons Da-C, puisqu’une diminution d’un log est visible 

en comparaison avec les valeurs observées à J0. De même, une diminution d’un log 

concernant les entérobactéries est observée sans l’impact de la méthode de décongélation 

utilisée. 

Concernant les échantillons ayant subi une décongélation à 20° C pendant 8 heures 

(Ca-C), on constate une augmentation d’un log pour les bactéries lactiques.  

Il est également remarqué une diminution des bactéries lactiques pour les échantillons 

décongelés à 7° C pendant 18 heures. 
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4.2.  Analyses post-posées par rapport à la décongélation 

Figure 9 : Dénombrement microbiologique différé après 7 jours de congélation - Delhaize (protocole 1) 

 

 En ce qui concerne les échantillons A, qui ont été décongelés à 7° C, on remarque une 

diminution d’un log pour les germes totaux et E. coli, et une augmentation de Pseudomonas 

et des bactéries lactiques.  

 En ce qui concerne les échantillons C, qui ont été décongelés à 20° C, la flore totale et 

les entérobactéries restent stables, on constate une diminution d’un log pour les bactéries 

lactiques et pour E. coli, et une augmentation d’un log pour Pseudomonas.  
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Figure 10 : Dénombrement microbiologique différé après 28 jours de congélation - Delhaize (protocole 1) 

 

 De manière globale, on constate une diminution de la flore totale, qui est cependant 

plus marquée pour les échantillons F puisqu’elle s’élève à deux log. On peut également 

observée une diminution de deux log pour les bactéries lactiques, d’un log pour les E. coli et 

une diminution des entérobactéries après décongélation. On remarque également une 

augmentation des Pseudomonas.  
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Figure 11 : Dénombrement microbiologique différé après 7 jours de congélation - Carrefour (protocole 2) 

 

  En ce qui concerne la flore totale, on peut remarquer une diminution similaire quelque 

soit la méthode de décongélation. Les entérobactéries et la population d’E. coli restent 

stables. On peut observer une augmentation d’un log pour les Pseudomonas et pour les 

bactéries lactiques.  

 Dans ce cas, il n’y a pas de différence marquante entre les différentes méthodes de 

décongélation. 

Figure 12 : Différence dans les genres bactériens après 7 jours de congélation -Carrefour 
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On remarque qu’une congélation de 7 jours à -20°C n’a pas impacté la diversité des 

genres bactériens présents dans les échantillons, hormis une légère augmentation du genre 

latilactobacillus. De plus, aucune différence significative n’est à notifier en ce qui concerne 

l’impact des deux méthodes de décongélation différentes sur la diversité bactérienne. 

Figure 13 : Dénombrement microbiologique différé après 28 jours de congélation - Carrefour (protocole 2) 

 

 Globalement, on remarque une légère diminution de la flore totale, qui est cependant 

moins marquée pour les échantillons décongelés à 7° C pendant 18 heures. Pour les 

entérobactéries et Pseudomonas, on peut observer une diminution similaire pour les deux 

méthodes de décongélation. Aucune évolution n’est à constater pour E. coli. 

 La tendance est différente pour les bactéries lactiques, on constate une augmentation 

d’un log pour les échantillons décongelés à 20° C et de deux log pour les échantillons 

décongelés à 7° C. 

 Dans ce cas, on peut constater que la décongélation à 7° C suivie de la conservation à 

7° C durant 5 jours supplémentaires permet un plus grand développement des bactéries 

lactiques dans les échantillons.  
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Figure 14 : Différence dans les genres bactériens après 28 jours de congélation - Carrefour 

 

 On peut remarquer qu’avec une congélation longue de 28 jours, on aura une perte de 

diversité importante après décongélation. Nous observons une diminution voir disparition des 

genres Lactococcus, Streptococcus, Brevibacterium, Psychrobacter et Staphylococcus. A 

contrario, on remarque que le genre Leuconostoc est augmenté en quantité.  

 On remarque également que la température de décongélation n’impacte pas les 

genres bactériens retrouvés après une congélation de 28 jours.  
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Figure 15 : Dénombrement microbiologique différé après 7 jours de congélation - Colruyt (protocole 2) 

 

 Dans la globalité, on constate une augmentation d’un log pour la flore totale, une 

diminution d’un log pour Pseudomonas et les bactéries lactiques, et aucun changement 

notable pour les entérobactéries et E. coli pour les deux méthodes de décongélation.  

 Les différentes méthodes de décongélation n’impactent pas la population dans ce cas. 

Figure 16 : Différence dans les genres bactériens après 7 jours de congélation - Colruyt 
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 Dans l’ensemble, la congélation n’a pas impactée la diversité bactérienne présente dans ces 

échantillons, on remarque néanmoins une diminution des Lactococcus après congélation. Celle-ci est 

également plus marquée avec la décongélation à 20°C.  

 On remarque une tendance différente en fonction de la température de décongélation. A 7°C, 

très peu de changements sont remarqués, les bactéries en genre et en quantité semblent peu impactées. 

A 20°C, on remarque une légère augmentation du genre Leuconostoc, une diminution importante du 

genre Brochotrix et une diminution du genre Dellaglioa, s’additionnant à la diminution des Lactococcus. 

Figure 17 : Dénombrement microbiologique différé après 28 jours de congélation - Colruyt (protocole 2) 
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bactéries lactiques. Les entérobactéries et les Pseudomonas sont tout deux diminués de 

l’ordre d’un log.  
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Figure 18 : Différence dans les genres bactériens après 28 jours de congélation - Colruyt 

 

 Après une congélation de 28 jours, on remarque une modification importante dans les 

genres bactériens créant la diversité de nos échantillons avant et après 

congélation/décongélation.  

 Globalement on observe une apparition de Pseudomonas, d’Hafnia et de Serratia 

après congélation, ainsi qu’une légère diminution des Leuconostoc. 

 Lors de la décongélation à 20°C, on observe en plus une diminution importante des 

genres Dellaglioa et Brochotrix, une légère diminution des Carnobacterium et une légère 

augmentation des Latilactobacillus. Lors de la décongélation à 7°C, on observe une diminution 

des genres Dellaglioa, Brochotrix et Carnobacterium ainsi qu’une augmentation de 

Lactococcus. 

5. Discussion 
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7. Annexes 

7.1.  Plan de congélation et d’analyses protocole 1 

ORIGINE DE LA VIANDE BARQUETTE ECHANTILLON JOUR DE L’ANALYSE CONGELATION1 
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EA 
EB 

EA1 et EA2 
EB1 et EB2 

J34 V2 M2 

FA 
FB 

FA1 et FA2 
FB1 et FB2 

J34 V2 M3 

1 X : non, V1 : 7 jours, V2 : 28 jours 

2 M1 : 18 heures à 7 °C, M2 : 4 heures à 20 °C, M3 : 8 heures à 20 °C 

 

 



 

7.2.  Plan de congélation et d’analyse protocole 2 

ORIGINE DE LA 
VIANDE 

BARQUETTE ECHANTILLON 
JOUR DE 

L’ANALYSE 
CONGELATION1 METHODE DE 

DECONGELATION2 

CONSERVATION POST-
CONGELATION3 

CARREFOUR 
 

BONCELLES 

J0-D J0-D1 et J0-D2 J0 X / / 
J5-D J5-D1 et J5-D2 J5 X / / 
Aa-D Aa-D1 et Aa-D2 J7 V1 M3 X 
Ab-D Ab-D1 et Ab-D2 J11 V1 M3 V 
Ba-D Ba-D1 et Ba-D2 J7 V1 M1 X 
Bb-D Bb-D1 et Bb-D2 J11 V1 M1 V 
Ca-D Ca-D1 et Ca-D2 J26 V2 M3 X 
Cb-D Cb-D1 et Cb-D2 J32 V2 M3 V 
Da-D Da-D1 et Da-D2 J26 V2 M1 X 
Db-D Db-D1 et Db-D2 J32 V2 M1 V 

COLRUYT  
 

BONCELLES 

J0-C J0-C1 et J0-C2 J0 X / / 
J5-C J5-C1 et J5-C2 J5 X / / 
Aa-C Aa-C1 et Aa-C2 J7 V1 M3 X 
Ab-C Ab-C1 et Ab-C2 J11 V1 M3 V 
Ba-C Ba-C1 et Ba-C2 J7 V1 M1 X 
Bb-C Bb-C1 et Bb-C2 J11 V1 M1 V 
Ca-C Ca-C1 et Ca-C2 J26 V2 M3 X 
Cb-C Cb-C1 et Cb-C2 J32 V2 M3 V 
Da-C Da-C1 et Da-C2 J26 V2 M1 X 
Db-C Db-C1 et Db-C2 J32 V2 M1 V 

1 X : non, V1 : 7 jours, V2 : 28 jours 

2 M1 : 18 heures à 7 °C, M2 : 4 heures à 20 °C, M3 : 8 heures à 20 °C 

3 X : non, V : 5 jours à 7 °C 



7.3.  Ensemencements réalisés lors du protocole 1 et du protocole 2 

PROTOCOLE 1 
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PROTOCOLE 2 
 PCA VRBG TBX CFC MRS 

J0-D J0 Surface : SM 
Profondeur : SM 

Surface : SM 
Profondeur : SM 

Surface : SM 
Profondeur : SM 

Surface : SM 
Profondeur : SM 

Surface : SM 
Profondeur : SM 

J0-C J0 Surface : SM 
Profondeur : SM 

Surface : SM 
Profondeur : SM 

Surface : SM 
Profondeur : SM 

Surface : SM 
Profondeur : SM 

Surface : SM 
Profondeur : SM 

J5-D J5 Surface : D1 
Surface : D3 

Surface : SM 
Surface : D2 

Surface : SM 
Profondeur : SM 

Surface : SM 
Surface : D2 

Surface : SM 
Surface : D1 

J5-C J5 Surface : D1 
Surface : D3 

Surface : SM 
Surface : D2 

Surface : SM 
Profondeur : SM 

Surface : SM 
Surface : D2 

Surface : SM 
Surface : D1 

AA-D J7 Surface : SM 
Surface : D2 
Surface : D3 

Surface : SM 
Surface : D2 

Surface : SM 
Profondeur : SM 

Surface : SM 
Surface : D2 

Surface : SM 
Surface : D2 

AA-C J7 Surface : SM 
Surface : D2 
Surface : D3 

Surface : SM 
Surface : D2 

Surface : SM 
Profondeur : SM 

Surface : SM 
Surface : D2 

Surface : SM 
Surface : D2 

AB-D J11 Surface : D1 
Surface : D3 

Surface : SM 
Surface : D2 

Profondeur : SM Surface : SM 
Surface : D2 

Surface : D1 
Surface : D3 

AB-C J11 Surface : D1 
Surface : D3 

Surface : SM 
Surface : D2 

Profondeur : SM Surface : SM 
Surface : D2 

Surface : D1 
Surface : D3 

BA-D J7 Surface : SM 
Surface : D2 

Surface : SM 
Surface : D2 

Surface : SM 
Profondeur : SM 

Surface : SM 
Surface : D2 

Surface : SM 
Surface : D2 

BA-C J7 Surface : SM Surface : SM Surface : SM Surface : SM Surface : SM 



Surface : D2 Surface : D2 Profondeur : SM Surface : D2 Surface : D2 
BB-D J11 Surface : D1 

Surface : D3 
Surface : SM 
Surface : D2 

Profondeur : SM Surface : SM 
Surface : D2 

Surface : D1 
Surface : D3 

BB-C J11 Surface : D1 
Surface : D3 

Surface : SM 
Surface : D2 

Profondeur : SM Surface : SM 
Surface : D2 

Surface : D1 
Surface : D3 

CA-D J26 Surface : D1 
Surface : D3 

Surface : SM 
Surface : D2 

Profondeur : SM Surface : SM 
Surface : D2 

Surface : SM 
Surface : D2 

CA-C J26 Surface : D1 
Surface : D3 

Surface : SM 
Surface : SM 

Profondeur : SM Surface : SM 
Surface : D2 

Surface : SM 
Surface : D2 

CB-D J32 
Surface : D1 
Surface : D3 

Profondeur : SM 
Surface : SM 

Profondeur : SM Surface : SM 
Surface : D1 
Surface : D3 

CB-C J32 
Surface : D1 
Surface : D3 

Surface : SM 
Surface : D1 

Profondeur : SM Surface : SM 
Surface : D1 
Surface : D3 

DA-D J26 
Surface : SM 
Surface : D2 

Surface : SM 
Surface : D2 

Profondeur : SM 
Surface : SM 
Surface : D2 

Surface : SM 
Surface : D2 

DA-C J26 
Surface : SM 
Surface : D2 

Surface : SM 
Surface : D2 

Profondeur : SM 
Surface : SM 
Surface : D2 

Surface : SM 
Surface : D2 

DB-D J32 
Surface : D1 
Surface : D3 

Profondeur : SM 
Surface : SM 

Profondeur : SM Surface : SM 
Surface : D1 
Surface : D3 

DB-C J32 
Surface : D1 
Surface : D3 

Surface : SM 
Surface : D1 

Profondeur : SM Surface : SM 
Surface : D1 
Surface : D3 

 


