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Introduction générale

L'hygiéne des matériaux demeure une préoccupation constante des industriels de
I'agroalimentaire (IAA). En effet, la contamination microbiologique des surfaces des
équipements des IAA peut entrainer une altération de l'aliment traité par ces equipements

causant ainsi d'importants problémes économiques voire de problémes de santé publique.

Actuellement et quelque soit le secteur impliqué, pour assurer I’hygiéne des matériaux
en contact avec 1’aliment, des procédés de nettoyage et désinfection sont régulierement mis en
ceuvre. L'efficacité de ces traitements reste toutefois variable d'une application a une autre.
En effet, si prés de 100% des cellules microbiennes se trouvant a I'état planctonique peuvent
étre éliminées, ce rendement est certainement moindre sur des cellules adhérentes ou en

biofilms.

Parmi les microorganismes qui ont la capacité de former un biofilm sur les surfaces
des équipements, Bacillus cereus: un pathogene alimentaire sporulé est réguliérement

rencontré dans de trés nombreux environnements, en particulier ceux de la chaine alimentaire.

Dans les équipements utilisés en industrie laitiere, B. cereus reste un probleme
récurrent avec des capacités d’adhérer a divers matériaux tels que les polyméres plastiques, le

téflon ou les aciers inoxydables couramment utilisés en industrie laitiere.

L’¢élimination des spores de Bacillus cereus par les protocoles de nettoyage et
désinfection n’est pas évidente. Plusieurs hypotheses ont été avancées pour expliquer cette
difficulté : cela peut étre lié a des modifications physico-chimiques de la surface des cellules
microbiennes elles mémes dues a des changements physiologiques des cellules ou a leur
historique.

La présente these entre dans ce contexte. Elle a pour principal objectif : I’optimisation
des procédés de nettoyage et de désinfection dans 1’industrie laitiére. Le travail porte sur
Caractérisation de spores de Bacillus cereus isolées d’équipements laitiers, capacité de
formation de biofilm et résistance aux procédeés de nettoyage et de désinfection avec
I’utilisation de méthodes permettant de tester 1’activité détergente et désinfectante de produits
commercialisés, dans des conditions proches de la réalité, et notamment sur des cellules

adhérentes non déshydratées. La thése comporte trois grandes parties :

1. Une mise au point bibliographique traitant du biofilm de Bacillus cereus en
industrie agroalimentaire et des problémes qu’il génére ainsi que des procédés de nettoyage et

de désinfection en industrie agroalimentaire.



Introduction générale

2. Une partie expérimentale comprenant: La mise au point d’une collection de
souches de Bacillus cereus isolées a partir des canalisations d’une usine laitiére, la
caractérisation des propriétés physico-chimiques des spores de Bacillus cereus, et enfin la
mise au point d’un protocole de nettoyage et désinfection de surfaces contaminées afin
d’optimiser le protocole de nettoyage et désinfection.

3. Une troisieme partie rend compte des résultats expérimentaux obtenus. Enfin, nous
présenterons les principales conclusions de ce travail et les ouvertures vers de nouvelles voies
de recherche.
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Partie | : synthése bibliographique

I Biofilm de Bacillus cereus en industrie agroalimentaire

1.1 Introduction

La formation de biofilm semble étre un dispositif universel des microbes. (Kolter et
Greenberg, 2006). Beaucoup d'especes bactériennes peuvent coloniser une série des
substrats. Les cellules adhérentes deviennent attachées, se développent et se divisent pour
former des microcolonies, La croissance en microcolonies méne au développement des
biofilms. (Costerton et al., 1995 ; Watnick et Kolter, 2000). Ainsi, I’'une des maniéres les
plus communes pour la vie des bactéries est celle d'adhérer aux surfaces et de former des

biofilms, ou elles sont incluses dans une matrice (Lasa, 2006).

Les biofilms sont définis en tant que populations bactériennes adhérées incluses dans
une matrice (Costerton et al., 1995 ; Davey et O'Toole, 2000 ., Greenberg, 2003 ; Kolter et
Greenberg, 2006).

Les biofilms peuvent étre également définis comme des micro-organismes qui sont
trouvés dans un éventail d'écosystéemes en tant que communautés multi-espéces fortement
structurées (Stoodley et al., 2002; Palmer et al., 2007).

1.2 Etapes de formation du biofilm

Les différentes étapes de contamination d’une surface sont régies par le quorum-
sensing (QS) et d'autres régulateurs génétiques (Ahmad et al., 2013). Au moins 15 familles
différentes de signaux de quorum ont été décrites. Les sighaux de quorum les plus étudié sont
les N-Acyl homoserine lactones (AHL ou N-AHL) produites par des bactéries a Gram-négatif,
les peptides auto inducteurs (AIP) produits par des bactéries a Gram positif, et la "molécule de
signalisation universelle» ou auto-inducteur (1A-2), produite par les bactéries a Gram positif
et les bactéries a Gram négatif. Les AHL sont synthétisées par LuxI dans Vibrio fischeri et ses
homologues dans plusieurs autres espéces et genres. La plupart des AHL peuvent diffuser a
travers les membranes bactériennes; bien que certaines soient libérées hors de la cellule par
des pompes a efflux (Poole, 2001). Les récepteurs pour les AHL font généralement partie de
la famille LuxR des régulateurs de transcription. Apres la liaison d'AHL, ces régulateurs sont
activés et se lient a des promoteurs de génes spécifiques pour initier la transcription (Bandara
etal., 2012).
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Les AIP sont des oligopeptides (typiquement 5 a 17 aminoacides) utilisés par les
bactéries a Gram-positif. Contrairement aux AHL, les AIP ne peuvent pas traverser les
membranes bactériennes et requiérent la sécrétion dans I'environnement des transporteurs
d'oligopeptides (Bandara et al., 2012). Au cours de QS, ils se lient & des capteurs histidine
kinase membranaires et provoquent une cascade de phosphorylation qui culmine dans la
régulation de geénes cibles. Enfin, I’AI-2, qui est produit par plus de 50 especes a la fois des
bactéries a Gram-positif et des bactéries a Gram-négatif, utilise le systéme de signalisation
LuxS / LuxPQ pour réguler la production de facteurs de virulence dans Vibrio cholerae, et le
systeme Lsr dans E. coli et Salmonella typhimurium (Bandara et al., 2012).

Cependant, dans d'autres espéces de Vibrio, tels que V. vulnificus, la virulence et la
formation de biofilm sont positivement régulée par I’Al-2 (Kim et al., 2003; Shin et al.,
2004). Des homologues de luxS ont été détectés dans certaines espéces bactériennes
(Rutherford et Bassler, 2012) alors que de nombreuses especes ne synthétisent pas 1’Al-2
elles-mémes, elles possédent des mécanismes de détection exogénes dans I'environnement de
1’AI-2 qui module les processus pathogenes dans un certain nombre d'especes bactériennes
(Everett et Rambaugh, 2015).

La formation des biofilms peut étre schématisée en plusieurs étapes séquentielles qui

sont représentées sur la Figure 1.
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Figure 01 : Schéma présentant les étapes du développement du biofilm (Yannick et
al., 2014)

1.2.1 Film de conditionnement

En premier lieu, un film de conditionnement, est produit pendant I'immersion dans un
liquide (Belmar-Beiny et Fryer, 1992 ; Boyd et al., 2000). Le film de conditionnement peut
étre constitué par des composés chimiques inorganiques ou organiques ou des cOmMposSes
biologiques de I'environnement (Zottola et Sasahara, 1994). La nature du film de
conditionnement sera affectée par la nature de la surface et la source du film de
conditionnement (Pratt-Terpstra et Busscher, 1998 ; Boyd et al., 2000).

Le r6le du film primaire n’est pas clairement élucidé, il modifierait les propriétés
physicochimiques de surface influencant ainsi 1’adhésion bactérienne. L’adsorption de
certaines protéines comme la sérum-albumine bovine (SAB) influence 1’adhésion de

microorganismes marins (Fletcher, 1976; Rubio, 2002).



Partie | : synthése bibliographique

1.2.2 Transport

La deuxiéme étape correspond au transport des microorganismes a proximité de la
surface. Le transport des bactéries dépend de la nature du milieu dans lequel elles évoluent
(viscosite, force ionique, etc..) ainsi que du mouvement de ce milieu (écoulement, flux,
mouvement brownien, sédimentation, etc..). Les appendices (pili, flagelles) aident la bactérie
a se déplacer dans un milieu. Chez Pseudomonas aeruginosa, la présence de génes codant
pour la formation du pili (O’Toole et Kolter, 1998) ainsi que pour la mobilité du flagelle
(Vallet et al., 2001) est indispensable a la formation du biofilm. Chez Escherichia coli, la
présence de flagelles est importante pour le mouvement de la bactérie le long de la surface et

celle des pili pour les interactions initiales avec la surface (Pratt et Kolter, 1998).

Dans le cas de B. cereus, il a été montré que les flagelles étaient nécessaires pour
I'initiation du biofilm dans des conditions statiques a l'interface air-liquide, mais pas a

I'interface surface-liquide (Houry et al., 2010).

1.2.3 Adhérence réversible et adhérence irréversible

La troisiéme étape dans la formation des biofilms est I'attachement des micro-
organismes a la surface conditionnée. Ce processus dépend de la motilité des bactéries ou de

leur transport par diffusion, par pesanteur ou par les forces dynamiques de la phase liquide.

Les propriétés physicochimiques de la surface bactérienne sont importantes en
déterminant I'adhérence des cellules pendant ce premier attachement (Van Loosdrecht et al.,
1990). L'adhérence bactérienne est également affectée par la disponibilité nutritive dans le
milieu environnant et par le stade de croissance des bactéries elles-mémes (Baillif et al.,
2010). Cette adhérence des cellules a lieu principalement en deux étapes : une adhérence
réversible suivie d'une adhérence irréversible. Les interactions initiales développées entre les
cellules bactériennes et la surface sont désignées sous le nom d'adhérence réversible. Les
diverses forces d'interaction influencant le procédé reversible d'adhérence sont les forces de
Van der Walls, les forces électrostatiques et les interactions hydrophobes. Pendant cette étape,
les bactéries peuvent encore étre facilement enlevées par les forces de cisaillement (Marshall
etal., 1971).

L'attachement irréversible des cellules est 1’étape cruciale dans le développement du

biofilm. Les forces répulsives empéchent principalement les cellules bactériennes en

6
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établissant un contact direct avec la surface, cependant, le contact se produit toujours a travers
des organites exterieurs des bactéries telles que les flagelles, les fimbriae, les pili ou les
fibrilles de l'exopolysaccharide (Jones et Isaacson, 1983 ; Hancock, 1991). Les diverses
forces d'interaction influengant le procéde d'adhérence irréversible sont les interactions
dipdle-dipdle, les liaisons hydrogene, les liaisons ioniques et covalentes et les interactions

hydrophobes.

Généralement l'attachement se produira plus aisément sur les surfaces qui sont plus
rugueuses, plus hydrophobes, et enduits par les films de conditionnement de surface. (Millsap
et al., 1997 ; Donlan, 2002; Chae et al., 2006; Patel et al., 2007; Oulahal et al., 2008 ;
Simoes et al., 2008).

.24  Matrice extracellulaire et Quorum sensing

L’adhérence irréversible est lice a la production de substances polymériques
extracellulaires (EPS). L’attachement de bactéries a la surface induit des changements
physiologiques qui ménent a I’excrétion d’exopolymeres (Allison et Sutherland, 1987).

Les substances polymériques extracellulaires bactériennes (EPS) comportent des
protéines, des acides nucléiques, des lipides simples, des phospholipides, des substances
humiques, des homopolysaccharides et des heteropolysaccharides, ces derniers sont en
particulier a base de glucose, de fructose, de mannose, de galactose, de pyruvate, d'acide
glucoronique et mannuronique (Jorand et al.,, 1998;Sand et Gehrke,1999;Flemming et
al.,2007).

Les protéines et les polysaccharides représentent 75 a 89% des produits composant les
EPS, ce qui en fait les composants principaux (Jahn et Nielsen, 1998 ; Wingender et al.,
1999 ; Sutherland, 2001 ; Simdges et al., 2010).

La composition de L’EPS produit par les micro-organismes varie selon que le micro-
organisme est & Gram + ou a Gram - (Hawser et Douglas, 1995). En outre, L’EPS dépend de

I'état physiologique des micro-organismes (Jorand et al., 1998) .

Les EPS sont responsables de la liaison entre les cellules et dautres particules
environnantes (cohésion) et avec la surface (adhérence) (Characklis et Wilderer, 1990;
Sutherland, 2001 ; Allison, 2003). La fonction fréquemment attribuée aux EPS est leur effet

protecteur des micro-organismes de biofilm contre des conditions défavorables. Les cellules
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de biofilm peuvent en effet tolérer des concentrations plus élevées des biocides que les
cellules plactoniques (Foley et Gilbert, 1996; Mah et O’Toole, 2001; Simées et al., 2005 ;
Simoes et Vieira, 2009). Les EPS jouent donc le role d’une barriére (Morton et al., 1998;
Simoes et al ., 2005). Les EPS jouent un r6le important dans l'attachement et la colonisation
des micro-organismes des surfaces des équipements de 1’industrie agroalimentaire. (Kumar
et Anand, 1998).

Le Quorum sensing (QS) est le systeme de communication cellules a cellules qui sont
généralement a des dizaines voire a des centaines de micrometres les unes des autres. Il est
connu pour réguler une variété de fonctions cellulaires en plus de la production d'EPS telles
que la mobilité et la production de métabolites secondaires (Jayaraman et wood, 2008) ;
Renner et Weibel, 2011). Le quorum sensing est considéré comme un facteur important dans
la formation de biofilm (Davies et al., 1998 ; De Kievit et al., 2002 ; Valle et al., 2004).

1.2.5 Formation de microcolonies

Durant cette phase, les cellules bactériennes irréversiblement attachées se développent
et se divisent. Ceci méne a la formation des microcolonies (Characklis et Marshall, 1990).
Il 'y aura alors une étape pendant laquelle la densité bactérienne atteint un niveau de seuil qui
permet au quorum sensing de participer a la maturation du biofilm. L’étape de I'adhésion
initiale semble donc inappropriée pour I'accumulation de signaux de quorum car les bactéries
a cette étape « nagent » encore librement dans le milieu. Quand les bactéries se fixent, se
divisent et forment des microcolonies dont la densité de la population arrive a un certain seuil,
les signaux de quorum peuvent atteindre des niveaux suffisants pour activer la maturation du
biofilm (Otto, 2013). Les biofilms matures ont besoin de 2 a 4 semaines pour se développer
(Zottola et Sasahara, 1994).

Des études ont montré, que le biofilm a une structure poreuse avec des voies d'eau
capillaires (Costerton et al., 1995). Ces voies d'eau permettent la distribution de I'eau, des
nutriments et de 1'oxygene a I’intérieur du biofilm. Cependant des travaux ont montré qu’il y a
une faible teneur en oxygene a I’intérieur du biofilm (Genigeorgis, 1995 ; Costerton et al .,
1995). Cette observation explique pourquoi les micro-organismes aerobies et anaérobies

peuvent vivre ensemble dans un biofilm (Poulsen, 1999).

Comme les cellules se divisent et accumulent I'EPS, il se développe des structures

tridimensionnelles. Dans un biofilm mature, I’EPS adhésif agit comme une «colle» entre les
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cellules bactériennes pour soutenir la structure tridimensionnelle du biofilm, permettant le

transport des nutriments et I'élimination des déchets (Ma et al., 2009).
1.2.6  Détachement des cellules

A partir d’un biofilm, des bactéries peuvent se détacher (Rupp et al., 2005). Ce
détachement permet aux bactéries d’adhérer a une nouvelle surface et former un nouveau
biofilm ou retourner a I'écoulement en vrac (Ma et al., 2009). Le détachement des cellules est
déclenché par des facteurs intrinséques, tels que le taux de mortalité et l'autolyse dans le
biofilm (notamment chez Pseudomonas aeruginosa) et des facteurs extrinséques incluant
I’épaisseur du biofilm, la vitesse d’écoulement et les forces de cisaillement du liquide et la
disponibilité nutritive (Lappin-Scott et al., 1992).

La dispersion du biofilm est considérée comme cruciale pour la propagation et l'auto-

renouvellement de la communauté bactérienne (Renner et weibel ,2011)

1.3 Facteurs influencant la formation de biofilm

Le conditionnement de la surface, le type du milieu de croissance, la température, le
pH, les interactions électrostatiques et physiques entre les cellules bactériennes et la surface,
la communication cellule-cellule et la signalisation, sont autant de facteurs qui peuvent
influencer lI'adhérence bactérienne et le développement ultérieur du biofilm (Davies et al.,
1998 ; Doyle, 2000 ; Gilbert et al., 2002 ; Palmer et al., 2007). La morphologie des cellules
bactériennes joue également un réle (Van Loosdrecht et al., 1989 ; Wirtanen et Salo, 2005).

1.3.1  Facteurs liés aux microorganismes

L'adhérence des cellules bactériennes a des surfaces est une stratégie essentielle pour
leur survie. Quand les biofilms sont formés dans un systeme aqueux, chaque membre du
biofilm a été naturellement choisi par ses propriétés de surface de cellule comprenant la
présence des capsules, des fimbriae, et de 1’hydrophobicité de la cellule (Frank, 2001).
L’hydrophobicité de la cellule est due a des composés liés a la membrane externe comprenant
des lipopolysaccharides, des lipoprotéines, des acides lipotéichoiques et des lipomannanes.
L'orientation de ces composés sur la membrane externe détermine 1’hydrophobicité de la

cellule (Neu, 1996).

La plupart des bactéries a Gram négatif ont de longues chaines de polysaccharides de

leur lipopolysaccharides orientées vers I’extérieur de la cellule, donnant une surface

9
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hydrophile tandis que les bactéries a Gram positif ont la partie lipide des acides
lipotéichoiques qui se prolonge a l'extérieur de la cellule donnant une surface hydrophobe
(Frank, 2001).

Quelques bactéries peuvent excréter les substances comprenant les EPS, avant ou
apres l'attachement, ces EPS affectent I’hydrophobicité de la surface de la cellule. L’excrétion
d’un slime de polysaccharide avant l'attachement peut augmenter ou empécher le procédé
d'attachement selon 1’ hydrophobicité de la surface de cellules aprés I'excrétion (Rosenberg et
al ., 1983). L’hydrophobicité de la surface des cellules microbiennes peut étre évaluée par la
chromatographie d'interaction hydrophobe (Stenstrom, 1989), 1’adhésion microbienne aux
hydrocarbures (Rosenberg et al., 1980) et la mesure d’angle de contact (Absolom et al.,
1983 ; Busscher et al., 1984).

L’hydrophobicité varie également avec la température et le stade de croissance
(Chavant et al., 2002). En 1998 Smoot et Pierson ont montré que 1’hydrophobicité
augmentait quand la température de croissance diminuait. L’hydrophobicité dépend
également du mode de croissance de la bactérie (Gilbert et al., 1991) et des conditions de
culture (Spenceley et al., 1992). Selon Allion (2004) Les résultats du test MATS montrent
¢galement un impact non négligeable de 1’état physique (solide ou liquide) du milieu de
culture utilisé sur les propriétés physico-chimiques de surface des souches a Gram positif
testées. En accord avec Ljungh et al. (1985), elle a pu noter qu’une croissance en bouillon
augmentait significativement le caractere hydrophile des micro-organismes (en comparaison
avec les données obtenues aprées culture sur gélose). La composition chimique des milieux de
culture étant proche, les différences de propriétés physico-chimiques de surface observées
pourraient donc étre attribuées au seul mode de culture utilisé. gélose ou bouillon nutritif.
L’hydrophobicité peut également étre modifiée par des traitements mécaniques ou
enzymatiques (Rosenberg et Kjelleberg, 1986).

Le rble des caractéres cellulaires dans la formation de biofilm a été étudié, mais leur
importance relative n'est pas toujours connue. Meng-Ying et al., (2009) ont étudié les
caractéristiques cellulaires de 18 isolats comprenaient le flagelle, la mobilité, la nature de
I'EPS et les molécules de signalisation (AHL). Les résultats ont montré que la capacité a
former le biofilm était étroitement liée aux flagelles, aux exopolysaccharides et aux protéines
extracellulaires. L'importance relative des cing caractéristiques cellulaires étudiées pour la

formation de biofilm était, dans l'ordre de la plus grande a la plus petite: les

10
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exopolysaccharides, les flagelles, les N-acyl-homosérines (AHL), les protéines

extracellulaires et enfin la motilité.

Beaucoup d’études (Davies et al., 1998 ; Sauer et Camper, 2001; Donlan, 2002;
Allison, 2003 ; Parsek et Greenberg, 2005) ont montré 1I’importance de la présence des
appendices, les interactions impliquées dans la communication de cellule-cellule et la
production d’EPS pour la formation et le développement de biofilm. En effet, beaucoup de
bactéries ont des flagelles. Il est possible que le flagelle puisse former un lien adhésif avec la
surface d'adhérence (Harbron et Kent, 1988). On assume que la fonction primaire des
flagelles dans la formation de biofilm est dans le transport et dans des interactions initiales de
cellule-surface (Sauer et Campeur, 2001). Les bacteries avec pili peuvent adhérer fortement
a d'autres cellules bactériennes et a des particules inorganiques (Harbron et Kent, 1988).
Néanmoins, elles ne sont pas toujours impliquées dans le procédé d'attachement méme si elles
sont présentes (Characklis et Cooksey, 1983). Selon Sauer et Camper (2001), il est avéré

que le pili est important pour lI'adhérence et la colonisation des surfaces.

Pour B. cereus, le comportement multicellulaire est contrdlé par le régulateur CodY
qui induit la formation de biofilms dans des conditions de privation de nutriments, mais
améliore I'expression de facteurs de virulence et de la mobilité lorsque les nutriments sont
abondants (Lindback et al., 2012).

1.3.2 Facteurs liés a la surface

Les avis varient sur l’effet des caractéristiques des surfaces sur l'adhérence
bactériennes. Des chercheurs ont rapporté une corrélation positive entre l'adhérence et
I’augmentation de la rugosité de la surface (Hoffman, 1983; Pedersen, 1990; Leclercg-
Perlat et Lalande, 1994; Wirtanen et al., 1995). Généralement 1’augmentation de la rugosité
de la surface affecte la rétention des micro-organismes sur cette surface (Whithead et
Verran, 2006).

D'autres auteurs ne rapportent aucune corrélation entre les irrégularités ou la rugosité
extérieures et la capacité des bactéries a adhérer. Hilbert et al., (2003) ont montré que la
rugosité n'avait pas affecté de maniére significative l'attachement a la surface d'acier
inoxydable dans la gamme de la valeur R, (rugosité moyenne arithétique) de 0.01 a 0.9 um
/pour des espéces de Pseudomonas, de Listeria monocytogenes et de Candida. lipolytica.
Boulangé-Petermann et al.,(1997) n'ont trouvé aucun rapport clair entre le paramétre de

rugosité et le nombre de Streptococcus thermophillus adhérées a des surfaces d'acier
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inoxydable ayant des valeurs de R, entre 0.015 et 1.04 um. L'adhérence microbienne sur la
surface d'acier inoxydable est probablement régie par divers facteurs physiques, chimiques, et

biochimiques (Ortega et al., 2010).

1.3.3 Facteurs environnementaux

L'attachement des bactéries a une surface est également affecté par la disponibilité et

la concentration des nutriments, le pH et la température du milieu (Lappin-Scott et al., 1992).

Les micronutriments peuvent fortement influencer le développement du biofilm. Pour
des especes de Pseudomonas, le phosphore, I'azote, et le fer peuvent exercer un effet crucial
sur la structure de biofilm. (Singh et al., 2002 ; Banin et al., 2005 ; Thompson et al., 2005 ;
Monds et al., 2007). Une augmentation de vitesse d'écoulement ou de concentration en
éléments nutritifs peut augmenter I'attachement, si ces facteurs ne dépassent pas les niveaux
critiques (Vieira et al., 1993 ; Stoodley et al., 1999 ;Simdes et al., 2007).

Le pH et la température du milieu ont également une influence sur le degré
d'adhérence des micro-organismes. Pseudomonas fragi a montré une adhérence maximale sur
des surfaces d'acier inoxydable a la gamme de pH optimale pour son métabolisme c'est-a-dire
des pH de 7 a 8, (Stanley, 1983). De méme, l'effet du pH et de la température sur
I'attachement de Yersinia enterocolitica et Listeria monocytogenes a été également montré par
Herald et Zottola, (1988a) et Herald et Zottola, (1988b) qui ont signalé que Y.
enterocolitica adhére mieux a I'acier inoxydable a 21°C par rapport a 35°C ou & 10°C et pour
L. monocytogenes cultivé dans TSB a un pH de 8 a 21 ° C présentaient des cellules attachées
aux copeaux d'acier inoxydable avec un matériau fibrillaire entre les cellules et se étendant a
la surface d'acier inoxydable. A pH 8, 35 °C, moins de cellules étaient attaché a l'acier
inoxydable, et aucune matrice de fixation n’est apparue. Peu de cellules ont été observées
attaché aux puces a pH 5, 21 °C, et méme moins de cellules pourraient étre trouvées a pH
5,35 °C. Dans le cas d'une bactérie marine Deleya Marianna, on a observé une adhérence
maximale a une surface hydrophile a 25°C c'est-a-dire a la temperature optimale de la

croissance, alors que l'adhérence était plus faible & 19°C et & 37°C (Shea et al., 1991).

12
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1.4 Biofilm de Bacillus cereus

La contamination persistante des équipements de 1’industrie agroalimentaire par
Bacillus cereus est due aux spores qui peuvent survivre a la plupart des traitements
thermiques et a l'irradiation aux rayons gamma (Kamat et al., 1989 ; Larsen et al., 1999 ;
Kotiranta et al., 2000), et des biofilms, qui se sont avérés hautement résistants aux

procédures de nettoyage (Peng et al.,2002).

Dans 1’industrie laitiére, Bacillus cereus représente plus de 12% de la flore
microbienne constitutive de biofilms (Sharma et Anand, 2002). Les biofilms de B. cereus
sont formeés quand les spores sont présentes dans le lait cru et survivent a la pasteurisation.
Elles adhérent alors aux surfaces d'acier inoxydable, et germent quand et ou les conditions
sont favorables (Flint et al., 2001).

Les caractéristiques hydrophobes des spores de B. cereus ont comme conséquence
I'adhérence sur des surfaces des matériaux fréquemment utilisés en industrie agroalimentaire
comme l'acier inoxydable (Faille et al., 2001 ; Lelievre et al., 2001; Peng et al., 2001; Faille
et al.,2002 ; Tauveron et al., 2006). Les spores adhérees peuvent déclencher le processus de
formation de biofilm (Ryu et Beuchat, 2005), ce qui peut étre une source de contamination
de produit (Flint et al., 2001). Le nombre des spores adhérées détermine d’ailleurs la durée de
conservation du produit (Andersson et al., 1995; Te Giffel et al., 2002).

Flint et al., (2001) ont trouvé que les surfaces d’acier inoxydable souillées avec du lait
attirent 10 a 100 fois plus de cellules végétatives et de spores de Bacillus stearothermophilus

par rapport a l'acier inoxydable propre.

L'exposition des suspensions de spores a un traitement thermique peut étre la cause
d’une augmentation de I’hydrophobicité de la spore jouant ainsi un réle dans l'adhérence de
ces spores sur des surfaces (Wiencek et al., 1990).

La figure 02 montre la micrographie d’un biofilm de 6 jours formé par B.cereus sur

une surface en acier inoxydable (Simoes et al., 2010).
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Fig 02: micrographe d’un biofilm de 6 jours formé par B.cereus sur une surface en inox
(Simoes et al., 2010)

1.5 Problémes liés aux biofilms dans les industries laitiéres

La formation de biofilm pose des problémes dans beaucoup de branches de I'industrie
alimentaire (Poulsen ,1999). En industrie laitiére, les biofilms se forment habituellement sur
les surfaces qui sont en contact avec des fluides, et peuvent étre une source de contamination
bactérienne responsable de la réduction de la durée de conservation des produits et de la
transmission de maladies (Carpentier et Cerf, 1993 ; Zottola et Sasahara, 1994 ; Dunne,
2002 ; Agarwal et al., 2006). Ils peuvent en effet servir de niche a des especes pathogenes
comme Listeria monocytogenes (Wong, 1998) et causent alors de séveres problemes de santé
publique (Cerf, 2002). La formation des biofilms sur les équipements d'industrie laitiére peut
mener a des problemes d'hygiéne et a des pertes économiques (Bremer et al., 2006; Zhao et
Liu,2006 ;Gram et al., 2007).

Les biofilms sont plus résistants aux agents antimicrobiens comparés aux cellules
planctoniques ce qui fait de leur élimination a partir des équipements de traitement des
denrées alimentaires un défi important (Simoes et al., 2006 ; Simoes et Vieira, 2009). Des
études ont montré que les micro-organismes organisés en biofilm sur une surface sont plus
résistants aux antibiotiques et aux désinfectants, que les cellules planctoniques, cette
résistance dépend de leur activité métabolique et augmente avec I'age du biofilm (Mattila-
Sandholm et Wirtanen, 1992 ; Lechevallier et al., 1998 ; Zottola et Sasahara ,1994 ;
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Costerton et al ., 1995), I'état de la matrice d'exopolymeres, la surface et les conditions de
croissance (Muatapha et Liewen,1989 ;Frank et Koffi,1990).

Généralement, les micro-organismes vivant dans les biofilms sont beaucoup plus
résistants aux désinfectants que des micro-organismes dans une culture planctonique. La
résistance accrue est provoquée par plusieurs facteurs. Le glycocalyx limite la diffusion et
peut causer la désactivation des desinfectants. La densité de la suspension bactérienne a
I'intérieur du biofilm et I'état physiologique de cellules affectant la production des enzymes

dégradantes sont également impliqué (Vidal et al., 1997 ; Wirthlin et al., 2005).

Les micro-organismes dans les biofilms peuvent catalyser des réactions chimiques et
biologiques (sulfate-réductases ou les bactéries productrices d'acide) causant ainsi la corrosion
des canalisations et des tanks de stockage. lls peuvent également réduire l'efficacité de
transfert de chaleur si les biofilms deviennent suffisamment épais (Costerton et Lappin-
Scott, 1989 ; Mittelman, 1998 ; Vieira et al., 1993).

Dans les biofilms, la concurrence pour les nutriments a comme conséquence une
insuffisance nutritive, a également un réle important dans la plus grande résistance des
biofilms aux traitements antimicrobiens (Berg et al., 1982 ; Jones et Pickup, 1989).
Certaines études ont montré que les bactéries portées par les aliments étaient plus résistantes
aux divers désinfectants. Cette résistance est encore plus grande dans des biofilms agées (plus
de 24 h) que dans des biofilms jeunes (Anwar et al., 1990 ; Frank et Koffi, 1990 ; Lee et
Frank, 1991 ; Wirtanen et Mattila-Sandholm, 1992).

Compte tenu des différents facteurs décrits précédemment, les micro-organismes
adhérents et/ou en biofilms sont trés difficiles a éliminer et sont donc une source récurrente de
contamination des aliments dans le secteur agro-alimentaire et les biofilms formé sur les
canalisations ou d'autres surfaces dans I'environnement de traitement des denrées alimentaires
sont identifiées comme source potentielle pour l'intoxication alimentaire (Allion, 2004). La
résistance des biofilms aux traitements conventionnels augmente la nécessité de développer

de nouvelles stratégies de prévention (Singh et al., 2002 ; Simoes et al., 2009).

1.6 Prévention et élimination des biofilms

Beaucoup de travaux ont cherché a améliorer I'efficacité du nettoyage en place (NEP)
en étudiant le réle des produits chimiques (Peng et al., 2002), de la température (Wilson,

2005), du temps de contact (Leliévre et al., 2002), des propriétés des matériaux (Jullien et
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al., 2003 ; Speranza et al., 2004; Zhao, 2004 ; Whitehead et Verran, 2006 ; Hadjiev et al.,
2007; Sheng et al., 2007).

Palmer et al.,(2007) ont également souligné l'importance de la conception des
installations sur la facilitt du nettoyage des surfaces d'équipement. En effet,

I'nydrodynamique est un parametre principal dans le nettoyage.

Cependant, relativement peu d'études (Leliévre et al., 2002 ;Herrera et al., 2007) ont

rendu compte de la cinétique de détachement des bactéries adhérentes ( Faille et al., 2013).

Une stratégie pour empécher la formation du biofilm est de désinfecter réguliérement,
avant la formation d’un nouveau biofilm (Das et al., 1998). L’implémentation d'une étape de
germination avant le NEP peut réduire le nombre de spores dans la chaine de fabrication
(Hornstra et al ., 2007).

L’l'inhibition de la formation de biofilm peut étre la meilleure maniére pour les
contrbler dans les équipements de transformation alimentaire. Furukawa et ces
collaborateurs (2009) ont montré que les esters d'acide gras et de sucre (additifs utilisés
comme émulsifiants dans les aliments traités) sont des agents prometteurs pour 1’inhibition de
la formation de biofilm par des bactéries d'intoxication alimentaire. Les mécanismes
inhibiteurs et les modalités pratiques d'utilisation de ces esters dans la transformation
alimentaire devraient étre étudies.

Les biosurfactants ont plusieurs propriétés qui pourraient étre utiles dans beaucoup de
domaines de lindustrie alimentaire, leur activité antiadhésive a attiré l'attention comme
nouvel outil pour empécher et perturber les biofilms formés dans des surfaces de contact
alimentaire (Nitschke et Costa, 2007).

L’argent est utilis€¢ pour retarder ou empécher la formation des biofilms (Cicalini et
al., 2004 ; Gentry et Cope, 2005 ; Ashraf et al., 2014). La formation de biofilm sur les
appareils médicaux implantés est une cause fréquente de rejet d’implant. Plusieurs auteurs
rapportent 1’inhibition de la formation de biofilm sur de tels dispositifs in vitro en les

enduisant d’argent (Klueh et al., 2000 ; Hashimoto, 2001).

Des matériaux hydrophiles tels que le verre sont connus pour ne pas faciliter
I’adhésion bactérienne (Fletcher et loeb, 1979). Ces matériaux sont d’ailleurs fréquemment
employés pour les récipients en contact avec les aliments. Ronner et ses collaborateurs
(1990), ont étudié I'adhérence des spores de Bacillus au verre et a l'acier inoxydable par

rapport a I’hydrophobicité des spores. Les spores se sont avérées hydrophobes, et ont adhéré
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sur les deux surfaces plus aisément que les cellules végétatives. Les surfaces d'acier
inoxydable peuvent montrer des régions tout a fait hydrophobes, quand elles sont employées
en industrie laitiére. On pourrait recommander que I'acier inoxydable soit traité pour le rendre
plus hydrophile : on peut réduire au minimum de ce fait le risque de colonisation par des
spores de Bacillus. Par exemple, l'albumine du lait a été testée avec succes pour empécher

I'adhésion bactérienne sur des plastiques (Muller et al., 2009).

L'acier inoxydable traité avec des agents tensio-actifs non ioniques a empéché
l'adhérence microbienne dans beaucoup de cas par rapport a I’acier non traité. Les composés
anionigues n'ont pas empéché I'adhérence par contre, les composés cationiques, tels que les
sels d'ammonium quaternaire, ont permis une inhibition de l'adhérence (Whitekettle, 1991).
Le NAC (N-Acetyl-L-Cysteine) a pu diminuer l'adhérence initiale et augmenter le
détachement des cellules et des spores adhérées. (Olofsson et al., 2005), ces auteurs ont
montré que le NAC affecte plusieurs processus qui sont importants pour la formation
bactérienne de biofilm sur des surfaces d'acier inoxydable y compris une réduction importante
de production extracellulaire de polysaccharides agissant ainsi comme un antibiofilm
(Olofsson et al., 2003).

Les enzymes et les bactériocines sont aussi considérés en tant qu’agents améliorant
I’efficacité de nettoyage et de désinfection, cependant, plus d'études devraient étre effectuées

pour affirmer leur efficacité contre des biofilms.

Eviter la formation de biofilm par l'incorporation des produits antimicrobiens dans les
matériaux extérieurs (Weng et al., 1999 ;Park et al., 2004), ou en modifiant les propriétés
physico-chimiques de surfaces (Whitehead et al.,2004, 2005 ; Rosmaninho et al., 2007) est
également une voie de progres. Dans une étude sur le contréle du biofilm, des microparticules
(CaCOs3) revétues de benzyl diméthyl dodécyl ammonium chlorure ont été testées pour
inactiver efficacement la formation de biofilm (Ferreira et al., 2011).

Le pré-conditionnement de la surface avec un agent tensio-actif a également été
rapporté pour empécher I'adhérence bactérienne (Cloete et Jacobs, 2001 : Choi et al., 2011 ;
Chen,2012). Des agents tensio-actifs non ioniques et anioniques ont diminué de plus de 90%
I'adhérence de Pseudomonas aeruginosa sur des surfaces dacier inoxydable et en verre
(Cloete et Jacobs, 2001). Par ailleurs, Splendiani et ces collaborateurs (2006) ont montré que
des agents tensio-actifs ont affecté le développement des flagelles, induisant une diminution

de la capacité d'attachement de bactéries aux surfaces.
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L’¢tude de Zeraik et Nitschke (2010) montre que, apres conditionnement avec un
agent tensio-actif, la surface devient plus hydrophile. Ce qui induit une diminution de
I’adhésion des bactéries.

Houry et ces collaborateurs (2010), ont testé la perforation de la matrice des biofilms
par des bactéries mobiles pour faciliter la pénétration de substances antimicrobiennes. Ces
chercheurs ont ainsi montré 1’effet sensibilisant d’une pré-exposition de biofilms indésirables
a un mélange de bactéries nageuses vis-a-vis de I’efficacité d’un désinfectant utilisé en
hygiéne industrielle. Cette étude a également montré la possibilit¢ d’utiliser des bactéries
nageuses et productrices de composés antimicrobiens pour infiltrer la matrice de biofilms
indésirables, inactiver les agents pathogenes installés et occuper le nouvel espace libéré sur la
surface.

Depuis plus de vingt ans, la communauté scientifique internationale a concentré ses
efforts sur le développement de traitements des biofilms. Dans ce contexte, en tenant compte
de plus en plus des impacts environnementaux, I'exploration de biocides générés sur place,
tels que l'ozone ou de l'eau acide électrolysée considérés comme biocides verts est a
encourager (Ashraf et al., 2014).

Les huiles essentielles, y compris le thymol, le carvacrol et l'eugénol et leurs
combinaisons, ont été trouvées également actives contre les biofilms industriels papetiers
(Neyret et al., 2014).
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Il Nettoyage et désinfection en industrie agroalimentaire

1.1 Introduction

Il est important de choisir les bonnes méthodes de nettoyage et de désinfection. Dans
plusieurs cas, il est préférable d’utiliser deux méthodes ou plus pour le nettoyage des surfaces
de processus parce que les micro-organismes doivent s’adapter a toutes les techniques pour
survivre (Mattila et Wirtanen, 1992).

Si le nettoyage et la desinfection sont insuffisants, les cellules microbiennes sur la surface
d'équipement pourraient survivre et se développer en biofilm et causer la contamination
transversale qui méne a la diminution de la durée de conservation, & la détérioration de
I’aliment et a la transmission de la maladie (Allison et Gilbert, 1992; Carpentier et Cerf,
1993; Sharma et Anand, 2002; Stepanovic et al., 2003).

11.2  Nettoyage

Le nettoyage a pour objectif d'‘¢liminer toutes traces de salissure sur toutes les parties du

matériel en contact avec 1’aliment, si possible sans démontage ni nettoyage manuel.

L'efficacité du nettoyage est conditionnée par quatre facteurs principaux : (1) 1’action
chimique, (2) I’action mécanique, (3) la température, et (4) le temps de contact, qui forment
ensemble le cercle de Sinner (Wirtanen et Salo, 2003). Le cercle de Sinner a décrit un
processus économiquement idéal de nettoyage utilisant les interactions optimales entre ces
facteurs de base. La réduction de I'un des facteurs doit étre compensée en renforcant les autres

facteurs.
11.2.1 Température

La température de 1’eau joue un réle important sur I’efficacité des produits. La
température recommandée par le fabricant doit étre respectée pour maximiser I’efficacité du
produit. A défaut de spécifications du fabricant, la température de 1’eau permettant de rendre
efficace I’effet de détergence et de désinfection doit généralement étre tiede (les mains
doivent tolérer la température de 1’eau). Le glutaraldéhyde et les composés d’ammonium
quaternaire, par exemple, sont completement inefficaces a des températures de 4°C ou moins.
Le passage d’une température de 1’eau basse (de 4 a 20°C) a une temperature plus élevée (de

37 a 50°C) peut réduire de 5 a 60 fois la concentration nécessaire du produit utilisé pour
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désinfecter une surface d’acier inoxydable. On peut citer é¢galement en exemple 1’eau de Javel
qui perd de son efficacité lorsqu’elle est diluée dans 1’eau chaude car le chlore s’évapore
rapidement. Une étude réalisée dans le milieu alimentaire, permet de constater 1’influence de
la température sur les concentrations nécessaires pour assainir une surface contaminée avec

Listeria monocytogenes (Mafu et al., 1990).

11.2.2 Action mécanique

L’action mécanique (frottage) vise essentiellement a remettre en suspension les
salissures et a les éliminer. Cette action a donc pour objectif d’améliorer I’efficacité des
produits détergents en éliminant mecaniquement une partie importante de matieres organiques

collées a la surface.

11.2.3 Action chimique

La méthode et le produit a employer dépendent de la nature de la souillure et de la

fragilité de la surface a traiter (Massicotte ,2009).

11.2.4 Temps de contact

Lorsqu’un détergent est appliqué sur une surface. Il est nécessaire de lui donner le

temps de réagir avec les salissures afin de pouvoir les déloger (Massicotte, 2009).

Pour un désinfectant, le temps de contact se définit comme étant la durée nécessaire
pour qu’il inactive un microorganisme. On évalue ce temps en laboratoire. Lorsqu’un
désinfectant est appliqué sur une surface, on doit donc suivre les recommandations du
manufacturier. Souvent, le temps de contact lors des désinfections n’est pas respecté en raison

de I’ignorance de I’importance de ce parametre.

1.3  Nettoyage en place

Des procédures de nettoyage en place (NEP) sont largement utilisées pour nettoyer et
désinfecter la surface des lignes de traitement des denrées alimentaires, cependant, ces
procédures sont généralement paramétrées pour la lutte contre les cellules végétatives : les

spores ne sont que légerement affectées (Bremer et al., 2006).
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Le controle de Biofilm dans les laiteries comporte généralement un processus de
nettoyage en place (NEP ou CIP en anglais pour Cleaning in place). Le NEP est déefini comme
le nettoyage des circuits d'usine ou de canalisation sans démonter ou ouvrir I'équipement et

avec peu ou pas de participation manuelle de la part de I'opérateur (Romney, 1990).

D’aprés certains auteurs (Austin et Bergeron, 1995 ; Faille et al., 2001; Dufour et al.,
2004), le NEP permet d’¢éliminer les bactéries adhérentes Cette efficacité dépend d’un grand
nombre de facteurs : la nature et I’age de la couche d’encrassement ; la composition et la
concentration en produits de nettoyage ; le temps de nettoyage ; la température de produit de
nettoyage ; le degré de turbulence de la solution de nettoyage ; et les caractéristiques de la
surface a nettoyer (Stewart et Seiberling, 1996; Changani et al., 1997; Lelievre et al., 2001,

Lelievre et al., 2002 ; Boulange-Petermann et al., 2004).

L'efficacité des régimes de NEP dans I’élimination des bactéries a Gram positif connues
par leur capacité a former des biofilms dans les installations laitieres, telles que les
streptocoques thermophiles et les espéces de Bacillus (Flint et al., 1999 ; Lindsay et al.,
2002; Parkar et al., 2004).

Dans l'industrie laitiere, I'efficacité avec laquelle les opérations du nettoyage et de
désinfection sont effectuées affecte considérablement la qualité des produits finis (Bremer et
al., 2006; Sharma et Anand, 2002). Généralement, le procédé standard inclut les étapes

suivantes :

- Ringage du systéme avec de l'eau a la température ambiante propre pendant 5 a 20

minutes. Ce rincage assure I’élimination des restes de la matiere premiere produite ou traitée

- Nettoyage avec une solution alcaline (la concentration appropriée de NaOH par
exemple est habituellement 1.0 a 1.5%) a une température de 75 - 80°C pendant 6 a 45
minutes. La solution alcaline enléve les contaminants organiques (protéines, polysaccharides)

collées a la surface
- Ringage avec de I'eau chaude

- Nettoyage avec un agent acide (la concentration appropri¢e de [’acide est
généralement de 0.5 a 1%) pendant 5 a 45 minutes a une température entre 60°C et 90°C.
L’acide assure I'¢limination des sédiments inorganiques ; il n'est pas nécessaire de I'appliquer
a chaque traitement ; une fois par semaine est suffisante. La fréquence est conditionnée par la

dureté de I'eau et le degré de contamination inorganique.
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-Rincage final avec de I'eau a la température ambiante pendant 5 a 20 minutes. (Bylund,
1995; Tamine et Robinson 1999).

1.4 Les agents de nettoyage
11.4.1 Les agents de nettoyage alcalins

Le r6le des produits de nettoyage alcalins est d’enlever la croite organique collée par les
traitements de chaleur, de saponifier les lipides saponifiables, de dissoudre les matieres
grasses et de dégrader les protéines en acides aminés et de les ioniser, puis les solubiliser .11 y
a quatre classes d’agents alcalins: (Dupuis et al., 2003). Les détergents alcalins peuvent
présenter des effets indésirables notamment une mauvaise ringabilité et une corrosion des
surfaces (excepté les silicates qui sont méme de bons protecteurs des surfaces). Par ailleurs,
I'alcalinité favorise la formation de tartre, source de corrosion des matériaux, d’ou la nécessité

de l'ajout d'antitartre (Khamisse, 2013).
11.4.1.1 Alcalins forts

Les alcalins forts ont une action tres puissante sur les résidus organiques, mais il faut
limiter leur utilisation sur les métaux mous et le caoutchouc, car ils sont corrosifs. (Dupuis et
al., 2003).

11.4.1.2 Alcalins moyens

Cette classe contient principalement les phosphates, mais leur utilisation est de plus en
plus limitée a cause de leur effet néfastes sur I’environnement.les polyphosphates ont un bon

pouvoir adoucissant sur 1’eau. (Dupuis et al., 2003).
11.4.1.3 Alcalins doux

Comme alcalins doux, on retrouve principalement les carbonates. on utilise les alcalins
doux pour le nettoyage d’équipements en aluminium ou tout autre métal mou et pour le

nettoyage manuel demandant un brossage. (Dupuis et al., 2003).

11.4.1.4 Alcalins chlorés

On a recours le plus souvent aux alcalins chlorés pour aider a décoller les résidus
protéiques. L’inconvénient majeur de ces produits est qu’avec le temps, ils endommagent les
équipements en attaquant la couche de passivation, surtout si on ne respecte pas les
concentrations. (Dupuis et al., 2003).
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11.4.2 Les produits de nettoyage acides

Les produits de nettoyage acides ont pour but de dissoudre les résidus minéraux
résultant des aliments, de 1’eau ou des réactions chimiques eau + aliments ou eau + aliments +
produits de lavage alcalin. Il y a deux classes parmi les produits de nettoyage acides : les

acides minéraux et les acides organiques. (Dupuis et al., 2003).
11.4.2.1 Acides minéraux

Les acides minéraux sont les ingrédients les plus utilisés dans la formulation des
produits de nettoyage. L’acide phosphorique, 1’acide nitrique et sulfamique, ou un mélange
d’acides nitrique et phosphorique sont les plus courants. Par exemple I’acide nitrique sert pour

passiver les équipements d’acier inoxydable a une concentration pouvant varier de 20% a

50%.(Dupuis et al., 2003).
11.4.2.2 Acides organiques

Les acides organiques sont moins dangereux et moins corrosifs que les acides minéraux
(Vincent, 1999), car ce sont des acides faibles. lls possédent un pouvoir séquestrant sur

certains minéraux.

En raison de leur plus faible corrosivité, on peut les utiliser sur les métaux mous tel
I’aluminium. Les acides citrique, gluconique, lactique et hydroxyacétique sont les plus
utilisés. La structure des acides faibles réduit de facon marquée la tension de surface des

solutions de nettoyage, ce qui améliore leur pénétration dans le résidu. (Dupuis et al., 2003).
1.5 Détergents enzymatiques

L'utilisation des détergents a base d’enzyme peut servir d'option viable pour surmonter
le probléeme de biofilm dans l'industrie alimentaire. En raison de I'hétérogénéité d’EPS, un
mélange des enzymes peut étre nécessaire pour la dégradation suffisante de biofilm (Simoes
et al.,, 2010). Les formulations contenant plusieurs différentes enzymes semblent étre
fondamentales pour une stratégie réussie de contrdle de biofilm. Fondamentalement, les

protéases et les enzymes d'hydrolysation de polysaccharide peuvent étre utiles (Meyer, 2003).

D’apres Parkar et al. (2004), une combinaison d’enzymes protéolytiques avec des
agents tensio-actifs a augmenté la mouillabilité des biofilms constitués par une espéce de
Bacillus thermophile et a augmenté, en conséquence, l'efficacité de nettoyage.
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Jacquelin et al. (1994) ont également rapporté l'effet synergique des enzymes en

combinaison avec des agents tensio-actifs et des agents antimicrobiens de nature phénolique.

Oulahal-Lagsir et al (2003) ont trouve des résultats intéressants en appliquant en
synergie les ondes ultrasoniques et les enzymes protéolytiques et glycolytiques contre des
biofilms formés sur l'acier inoxydable d'Escherichia coli développés avec du lait. Un

traitement de 10 s a éliminé entre 61 et 96% de biofilm.
11.6  La désinfection
11.6.1 Définition

La désinfection est I'utilisation des produits antimicrobiens pour inactiver des micro-
organismes. Le but de la désinfection est de reduire les cellules viables laissées apres le
nettoyage et d'empécher la croissance microbienne sur des surfaces avant la production. Les
désinfectants sont plus efficaces en absence de matiére organique (graisse, sucres, et matiéres

protéiques).

Outre les substances organiques, le pH, la température, la duret¢ de I’eau, la
concentration et le temps de contact influent sur I'efficacité des désinfectants (Cloete et al.,
1998 ;Kuda, 2008).

Aux Etats-Unis le mot "désinfection" est habituellement employé en décrivant la
destruction ou la réduction du nombre de microbes pathogenes associés aux objets ou aux

matériaux, de sorte que ces derniers ne constituent pas un danger sanitaire (Black, 1993).

Le but de la désinfection dans l'industrie alimentaire est la réduction du nombre de
micro-organismes a un niveau tel qu’il ne peut pas affecter la qualité et la sGreté des produits
alimentaires (Vlokova et al., 2008). Le désinfectant empéche en méme temps la croissance

des microorganismes restant (Wirtanen et al., 2002).

11.6.2 Choix d’un désinfectant

Le choix de l'agent de désinfection est important : avant son choix, les questions
suivantes le concernant devraient étre posées : la gamme de pH a laquelle il est efficace, sa
stabilité dans une solution, son évaporation, sa toxicité, son caractere irritant, son efficace par
rapport a la température, son action corrosive sur les surfaces, sa valeur tensio-active, enfin
son prix (Sequiera et al., 1988; Larson et Morton, 1991; Troller, 1993; Wirtanen, 1995).
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Les produits chimiques actuellement utilisés dans des procédés de désinfection
appartiennent aux types suivants : composes acides, aldéhydes, produits caustiques ; chlore,
peroxyde dhydrogene, iode, isothiazolinones, ozone, acide peracétique, COMpPOSES
phénoliques, biguanidines, agents tensio-actifs (Rossmore, 1995 ; Wirtanen et al., 2000
Dosti et al., 2005 ; Bremer et al ., 2006 ; Simoes et al., 2006).

11.7  Les différentes classes de désinfectants
11.7.1 Halogeénes et dériveés

L’un des composés les plus couramment utilisés comme désinfectant en milieu
industriel est I’hypochlorite de sodium. Il posséde une puissante activité désodorisante ainsi
qu'un large spectre d’activité sur les microorganismes (Trueman, 1971). Son activité
bactéricide est liée a la libération de 1’acide hypochlorique (HOCI) lors de sa dissociation
dans I’eau. Cet agent antimicrobien pénétre facilement a travers les parois et les membranes
de cellules microbiennes. Il agit par un mécanisme rapide d’oxydation générale entrainant la
dénaturation des protéines provoquant ainsi I’arrét des réactions du métabolisme et la mort

cellulaire (Trueman, 1971 ; Maris, 1995).

Les produits chlorés ne codtent pas cher. lls sont efficaces a basse température et, en
général, ils ne laissent pas de résidus sur les surfaces. En raison de ces qualités intéressantes,
I’industrie développe de nouvelles formes de produits chlorés qui pallient leurs inconvénients
et principalement leur instabilité. Ces nouveaux produits, par contre, ont des codts plus élevés
(Massicotte, 2009).

L’hypochlorite de sodium contient de I’hydroxyde de sodium qui retarde 1’évaporation
du chlore gazeux au cours de son entreposage. Cette composition en fait a la fois un oxydant

et un corrosif qui peut attaquer de nombreux types de surfaces (Massicotte, 2009).

11.7.2  Aldéhydes

Les principaux produits désinfectants qui font partie de cette catégorie sont : le formaldéhyde,
le glutaraldéhyde et 1’aldéhyde succinique. Ces produits sont bactéricides a des concentrations
élevées sur les bactéries a Gram-. On leur attribue également des qualités de fongicide, de
virucide, de mycobactéricide et de sporicide (Massicotte ,2009). Ils provoquent une

dénaturation des acides nucléiques et des protéines des micro-organismes. Leur activité
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diminue en présence d’une solution alcaline. Le formaldéhyde n’est actuellement plus utilisé
dans les industries car il est suspecté cancérigene. Le glutaraldéhyde présente un spectre
d'activite large. En industries, il est utilisé en association avec des ammoniums quaternaires
(Khamisse, 2013).

11.7.3 Les alcools

Parmi les alcools les plus utilisés, on trouve les 1’éthanol et I’isopropanol. Les alcools

sont actifs sur les bactéries a Gram+ et a Gram- et agissent rapidement (environ 30 secondes).

L’alcool est surtout utilisé en association avec d’autres substances, comme les dérivés
du phénol, ce qui permet d’en améliorer les capacités bactéricides. L’alcool est inefficace
contre les spores, peu efficace sur les virus et s’évapore rapidement. Il est inactivé par les

matieres organiques et a tendance a faire coller les débris organiques (Massicotte, 2009).

11.7.4  Les oxydants

Les produits oxydants a base d’oxygéne possédent des atomes qui travaillent généralement
par paires. On parle alors de peroxyde, d’acide peracétique, de peroxyphtalate, de perglutarate
et de peroxymonosulfate. L'acide peracétique qui posséde un large spectre d’action a faible
concentration. 1l agit sur les micro-organismes en modifiant la perméabilité de la membrane
cellulaire. La vapeur de l'acide peracétique est caractérisée par sa faible stabilité avec une
demi-vie d’environ 20 minutes, donc peu de risque de bioaccumulation. Ce composé est de
plus en plus utilisé en entreprises car il est compatible avec beaucoup de matériaux (acier
inoxydable, Polychlorure de vinyle PVC, polyéthyléne) et a ’avantage d’étre peu toxique
(Khamisse, 2013). Plus il comprend un nombre élevé de paires d’atomes d’oxygene, plus le
produit est puissant et fortement chargé négativement. Les produits a base de peroxyde
d’hydrogeéne réagissent trés rapidement avec la matieére (de quelques secondes a quelques
minutes) et endommagent peu les surfaces inertes sauf les surfaces composées de fer qui sont
facilement oxydables. En général, ils ne générent pas de résidus ou de gaz toxiques, sauf s’ils
sont mélangés avec d’autres produits comme 1’acide acétique tels certains produits appelés

acides peroxyacétiques (Massicotte, 2009).
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11.7.5 Dérives phénoliques

Les composés phénoliques possédent une action bactéricide et fongicide. A faible
concentration, ils sont bactériostatiques (0,2 %) et bactéricides a partir de 1 %. Les dérivés
phénoliques dissous dans I’eau ont une excellente activité contre les mycobactéries et les
virus. Il existe sur le marché de nouvelles formules combinant plusieurs phénols capables de
détruire les virus hydrophiles. Ces composés sont surtout utilisés pour le nettoyage des

surfaces souillées par les matiéres organiques (Massicotte, 2009).

Ces produits sont inactivés par les détergents, les matieres organiques et I’eau dure. En
augmentant le pH de la solution, on augmente leur solubilité mais leur activité se trouve
réduite. De plus, ils sont incompatibles avec le fer, I’hypochlorite et les ammoniums
quaternaires. A forte concentration, les phénols sont corrosifs pour les métaux et de nombreux

autres matériaux (Massicotte, 2009).

I.L7.6  Ammoniums quaternaires

En raison de leur pouvoir détergent, les ammoniums quaternaires entrent dans la
composition de nombreux produits detergents-désinfectants pour sols, surfaces et mobilier et

en combinaison avec des détergents non ioniques (Massicotte, 2009).
Leur spectre d’activités se décline ainsi :
= Bactériostatiques sur les bactéries a Gram - et bactéricides sur les bactéries a Gram + ;
= Activité variable sur les virus enveloppés, nulle sur les virus nus ;
= Fongistatiques ;
= Aucune action sporicide.

Pour compenser ce manque, leur association synergique avec des aldéhydes et/ou des
phénols est souvent pratiquée. Les souillures protéiques ainsi que la dureté de 1’eau réduisent
fortement 1’efficacité de ces composés (Khamisse ,2013).

Les ammoniums quaternaires sont tensio-actifs et possédent donc aussi une action
détergente. En les combinant avec des agents non ioniques, on obtient des produits a la fois
nettoyant et désinfectant. La plupart des ammoniums quaternaires sont peu toxiques. Leur

structure moléculaire permet la création de produits neutres. Comme ce ne sont pas des agents
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oxydants, ils s’attaquent peu aux surfaces. Selon leur concentration, on peut obtenir un effet
bactériostatique (rémanence) avec une faible concentration et un effet bactéricide avec une
forte concentration. Malgré un manque d’eau, ils demeurent sur les surfaces et y exercent une
activité résiduelle qui peut durer plusieurs heures. Ils sont stables dans 1’eau chaude

(Massicotte, 2009).

Le tableau N°1 résume le mode d’action des principaux désinfectants et dans le tableau
N°2, nous avons resume les agents antimicrobiens appliqués pour le contrdle du biofilm

formé par les bactéries qui contaminent les équipements des laiteries.

Tableau 01 : Mode d’action des principaux désinfectants

(D’aprés CAPP-Info, 2007).

Classes Cible et mode d’action
o] Dénaturation des protéines cytoplasmatiques et membranaires,
cools
inhibition de la synthése des acides nucléiques et des protéines
) Altération de la paroi cellulaire, inhibition de la synthése des acides
Aldéhydes . B
nucléiques et des protéines
Ammoniums Liaison aux acides gras et groupes phosphates de la membrane cellulaire
quaternaires fuite de constituants cellulaires et lyse de la cellule
) ) Liaison aux acides gras et groupes phosphates de la membrane cellulaire
Biguanides ] ) ] )
fuite de constituants cellulaires, coagulation du cytosol
Halogenes Destruction des protéines membranaires et chromosomiques

chlorésetiodes  (halogénation)

Production de radicaux libres qui interagissent avec les lipides,
Oxydants »
protéines et ADN
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Tableau 02 : Agents antimicrobiens appliqués pour le contrdle du biofilm formé

par les bactéries contaminant les équipements des laiteries (Simdes et al., 2010)

Traitement

Type de biofilm

Référence

L'ozone, détergent chloré commercial

Chlorure de Benzalkonium, bromure de
triméthylammonium de hexadecyl,
hypochlorite de sodium, acide peracétique,
peroxyde d'hydrogene, o-crésol, phénol

Chlore, acide peracétique, acide
peroctanoique

détergents contenant des bioxydes de
chlore

Chlore

solution Chlorer-alcaline ; détergent de
solution tampon de bas-phosphate ;
solution duelle de peracide ; solution
alcaline ; hypochlorite

Hydroxyde de sodium ; décapant alcalin
commercial

Chore ; I'ozone
Chlore, peroxyde d'hydrogene, I'ozone

Glutaraldéhyde, ortho--phtalaldehyde,
bromure de triméthylammonium de
hexadecyl, sulfate dodécylique de sodium,
hydroxyde de sodium de solution de chlore

Hydroxyde de sodium ; acide nitrique

Chlore ; bioxyde de chlore ; détergent
commercial

Hypochlorite de sodium

Peroxydes ; composés d'ammonium
quaternaire ; chlore

Peroxyde d*hydrogéne ;
dichloroisocyanurate de sodium ; acide
peracétique

P.fluorescens/Alcaligenes faecalis

E. coli

L. monocytogenes et Pseudomonas
sp. Biofilm mixte

B. cereus/P. fluorescens .Biofilm
formé par une espéce ou par les deux
espéces

E. coli

L. monocytogenes

P. putida

P. fluorescens, P. fragi et P. putida

L. monocytogenes

P. fluorescens

Espéces mélangées

B. cereus et Pseudomonas spp

S. typhimurium

L. monocytogenes

Staphylococcus. Aureus

Green et al(1993)

Ntsama-Essomba et al (1997).

Fatemi et frank (1999)

Lindsay et al (2002).

Lomander et al (2004)

Somers et Wong(2004)

Antoniou et Frank (2005)

Dosti et al(2005)

Robbins et al (2005)

Simoes et al(2005)

Bremer et al(2006)

Kreske,et al (2006)

Lapidot et al(2006)

Pan,Breidt,et Kathariou(2006)

Marques et al(2007)
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| : Caractérisation des souches isolées

Cette partie a été réalisée au laboratoire de Microbiologie Appliquée a 1’Agro-
alimentaire, au Biomédical et I’Environnement (LAMAABE) de 1’Université Abou-Bekr

Belkaid-Tlemcen,

I.1. Origine des prélevements

Plusieurs compagnes de prélevement ont été effectuées au niveau de la laiterie
Mansourah (groupe GIPLAIT) de Tlemcen durant I’année 2010.

Au total 160 prélevements ont été réalisés a partir des sites suivants :
-cuves de collecte de lait cru
-tanks de stockage du lait de vache pasteurisé et non pasteurisé

-tanks de stockage du lait recombiné pasteurisé et non pasteurisé

A w npoe

-canalisations du lait de vache et lait recombiné pré-pasteurisation et post-
pasteurisation
5. —conditionneuses (prélévements effectués sans gabarit).

Les prélevements ont été effectués par écouvillonnage. Une surface de 1I’équipement
de 1cm?® est délimitée aseptiquement a I’aide d’un gabarit en aluminium. Un écouvillon
humidifié a I’eau distillée stérile additionnée de tween 80 a 3% sert a racler minuticusement le
carré ainsi délimité pour assurer une recupération maximale des germes présents sur la surface
de I’équipement. L’écouvillon chargé de germes raclés est mis dans un tube a essai contenant
une solution de dilution : le tryptone-sel-eau (TSE) (voir annexe 01). Apres avoir brisé et jeté
la partie I’écouvillon qui est entrée en contact avec les mains, le tube est fermé.

Pour les segments de canalisations ou coudes, 1’écouvillonnage a éte effectué apres
CIP. Les prélévements sont transportés dans une glaciére jusqu’au laboratoire et analysés
généralement le jour méme. Si le traitement de 1’échantillon est différé au lendemain, il est
conservé a une température voisine de 4°C.

L’ensemble des prélévements est schématisé dans la figure 03
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Cuve de collecte de lait cru

Tank de stockage lie lait cru Tank de stockage de lait recombiné

N /

Canalisation pré-pasteurisation

Pasteurisateur

Canalisation post-pasteurisation

/ N\

Tank de stockage de lait de vache pasteurisé Tank de stockage de lait recombiné
Conditionneuse

Figure 03: Diagramme général de ligne de production du lait pasteurisé indiquant les

sites de prélévements

1.2. Traitement des échantillons

Les tubes de TSE contenant les écouvillons sont agités pendant au moins une minute
au vortex pour détacher les germes. Un traitement thermique de 80°C pendant 10 min est
appliqué aux échantillons. Les ensemencements se font en profondeur dans le milieu gélosé

de Luria-Bertani et I’incubation dure 24 a 48 h a 30°C.
1.3. Isolement et Conservation des souches

La purification des souches a été réalisée par passages alternés sur le bouillon nutritif
et sur le milieu gélosé de Mossel incubé 24h a 30°C. Généralement trois passages alternés

sont effectués.

Les souches ont été conservées a -18°C dans du TSB additionné de glycérol a 30%

(v/v). (Peng, 2001) et a 4°C dans des tubes de gélose nutritive inclinée
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1.4. Identification des souches

Aprés Vvérification de leur pureté, les souches sont soumises a un processus

d’identification.
I.4.1-Caractérisation morphologique des isolats
1.4.1.1-Aspect microscopique des isolats

L’examen consiste a vérifier la morphologie, I’arrangement cellulaire et la réponse a la
coloration de Gram de 1’isolat ainsi que sa mobilité. Les spores sont mises en évidence dans le
corps bactérien sur des cultures agées en faisant une coloration négative par application, apres

fixation, d’une solution au vert de malachite pendant 5 minutes.
1.4.1.2-Aspect macroscopique des cultures

La forme, la taille et la pigmentation des colonies ont été déterminées apres croissance
sur milieu Mossel solide additionné de solution de jaune d’ceuf et de polymixine B aprés une
incubation 24h a 30°C.

1.4.2. Identification biochimique
1.4.2.1-Mise en évidence des enzymes respiratoires

La catalase, la cytochrome-oxydase, le type respiratoire et la réduction du nitrate ont

été mis en évidence

Sur une lame propre contenant une partie de la colonie, I’eau oxygénée a été déposée.
Si la bactérie posséde la catalase, alors un dégagement gazeux est observé (Leyral et
Vierling, 2007).

La recherche de la cytochrome-oxydase a été effectuée a l'aide de disques «Oxydase»
dont la zone réactionnelle est composee d'un papier filtre imprégné de N,N-dimethyl-1,4-
phénylene diamine-dichlorure. A partir d’'un milieu solide et a I’aide d’une pipette Pasteur
boutonnée une partie de la colonie a été déposée sur un disque oxydase placé sur une lame. La
présence d'une cytochrome-oxydase se traduit, en 20 a 60 secondes, par l'apparition d'une

coloration rouge virant rapidement au violet foncé (Joffin et Leyral, 2006).

Le test du type respiratoire a été effectué selon les recommandations de Guiraud (1998).
Le milieu gélosé Viande-Foie (VF) réparti en tubes longs et fins est ensemencé aprés
régénération et refroidissement a l'aide d'un ensemenceur en inox en forme d’aiguille.

L’ensemenceur est plongé au fond du tube, puis remonté en décrivant une spirale. Le milieu
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est mis en incubation a 30 °C pendant 24 a 48 heures. La présence de la culture sur toute la
hauteur indique un type respiratoire de type aéro-anaérobie facultatif (AAF). Si la culture a
lieu seulement en haut du tube elle indique que la bactérie est aérobie stricte (AS). Si la
culture est observe a 1 & 1,5 cm environ de la surface, I’isolat est considéré microaérophile. Si
la culture est manifeste seulement au fond du tube cela suggere que la bactérie peut étre:

anaérobie stricte

La réveélation de la réduction des nitrates a été faite par ajout de 5 gouttes de réactif A
et 5 gouttes de réactif B dans le tube test qui est agité pour mélanger les réactifs avec le
milieu. Si une couleur rouge ou rose se développe en quelques minutes cela indique la

réduction des nitrates en nitrites.
1.4.2.2 Utilisation des galeries APl 20E

La recherche de la B-galactosidase (ONPG), de I’ornithine décarboxylase (ODC), de la
lysine décarboxylase (LDC) et de D’arginine dihydrolase (ADH), la production d’H;S,
I’utilisation du citrate, la production d’indole et la réaction de Voges-Proskauer, la
liquéfaction de la gélatine et la dégradation des sucres ont été réalisés en utilisant la plaque
API 20E. ((voir annexe 02).

1.4.2.3-Mise en évidence d’activités hydrolytiques extracellulaires
Les activités amylolytique, caséinolytique et lecithinolytique ont été recherchées.

Le test de la recherche d’amylase a été réalisé en cultivant la souche en une strie droite
de 3 a2 4 cm de long sur une gélose nutritive contenant 1% d’amidon natif de mais (voir
annexe 1). Apres avoir obtenu une bonne culture bactérienne, le milieu a été recouvert d’une
solution de Lugol. L’hydrolyse de I’amidon est ainsi mise en évidence par 1’apparition d’une
zone claire autour de la strie. Un résultat négatif se traduit par une couleur brune autour de la
culture (De Vos et al., 2009).

L’hydrolyse de la caséine a éeté étudiée sur un milieu gélosé contenant 5% de caséine.
Aprés 48 heures d’incubation a 30°C, la présence de cette activité est détectée par une zone

translucide autour de la strie indiquant I’hydrolyse de la caséine.

Le test de la lecithinase a été réalisé par I’ensemencement de la souche en strie sur la
gélose Mossel complet. Aprés 24 a 72 heures d’incubation a 30°C, ’apparition d’un halo de
précipité blanchatre (produits d’hydrolyse insolubles de lécithine) prouve que la souche

possede la lecithinase.
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1.4.3. Test d’Hémolyse

Une gélose a base de sang est coulée puis ensemencée en stries par la souche a tester.
Apres 24 heures d’incubation a 30°C, les colonies sont entourées par une zone blanchatre

correspondant a la libération de 1’hémoglobine par les hémolysines de types B.
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Il : Caractérisation physico-chimique de la surface des spores bactériennes.

Pour cette partie de notre travail, 14 souches de Bacillus cereus ont été sélectionnées
représentant quatre biotypes différents et issus des différents sites de prélevement.
L’expérimentation s’est deroulée a 1’Unité de Recherche : Processus aux Interfaces et

Hygiene des Matériaux (PIHM), Lille, France.
I1.1. Préparation du stock de spores
Les suspensions sporales ont été preparées selon la technique de Mazas et al .,(1995).

Les souches ont d’abord été revivifiées sur bouillon nutritif pendant 24h a 30°C. Un
ensemencement est ensuite effectué sur la gélose nutritive fortifiée [contenant du MgSO, (40
ppm w/v) et du CaCl, (100 ppm w/v) pour favoriser la sporulation]. Les boites sont incubées

pendant au moins 5 jours jusqu’a ce qu’un tapis dense se forme.

La formation de spores est vérifiée par un examen microscopique apres une coloration
au vert malachite. Quand le taux de sporulation dépasse 90%, de ’eau distillée stérile est
versée sur les boites. La couche de spores formée est raclée avec une pipette Pasteur sous
forme de rateau et récupérée dans un bécher stérile. La suspension ainsi obtenue est transférée
dans un tube a hemolyse pour subir une premiere centrifugation a 500 g pendant 5 minutes, le
culot est jeté. Le surnageant subit une deuxieme centrifugation a 3000 g pendant 20 minutes.
Le surnageant de cette centrifugation est jeté et remplacé par de ’EDS au méme volume et
une troisieme centrifugation est effectuée a 3000 g pendant 20 minutes, son surnageant est

également jeté, de I’EDS est ajoutée au culot au méme volume.

Le protocole de cette manipulation est schématisé sur la figure 04
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Figure 04: Schéma de protocole de la préparation du stock de spores

1. 2. Affinité des spores pour ’hexadécane

Plusieurs travaux rapportent que le caractére hydrophobe de la surface des cellules
bactériennes a été déterminé par plusieurs méthodes. Des méthodes fondées sur la
précipitation des cellules par les sels (Lindahl et al., 1981), des méthodes utilisant la
Chromatographie d'interaction hydrophobe (Smyth et al.,1978 ; Doyle et al., 1984) et des
méthodes mettant en évidence l'adhérence a diverses hydrocarbures liquides, y compris
I'nexadécane (Rosenberg et al., 1980 ; Doyle et al., 1984 ;Craven et Blankenship, 1987 ;
Kutima et Foegeding, 1987).

L'utilisation de la méthode MATH —pour Microbial adhesion to hydrocarbons- est une
des méthodes les plus simples et les plus rapides. Cette méthode est basée sur 1’affinité d’une

spore pour I’hexadécane.
Il. 2.1. Ajustement de densité de la suspension de spores

On préléve 2 a 5 ml d’un stock dense de spores (10%-10° spores/ml). Le volume a été
complété avec 1’eau mQ stérile (£ 45 ml) et centrifugé sous froid (a 4°C) a 1500 g pendant 15
min. Un deuxieme lavage est effectué en reprenant le culot par + 45 ml d’eau mQ stérile suivi
d’une centrifugation dans les mémes conditions. Les culots ont été remis en suspension dans +
40 ml de sérum physiologique (a 8,59 NaCl /L de solution) a température ambiante. Grace a

un spectrophotometre de paillasse (Biochrom Libra S11), la Densité Optique initiale des
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suspensions (DOi) a 600 nm est ajustée a une valeur proche de 0,600 par addition de sérum

physiologique dans les tubes a hémolyse (Bos et al., 1999).
1. 2.2. Mesure de I’affinité des spores pour I’hexadécane

La mesure de I’affinité pour I’hexadécane a été réalisée par le mélange dans des tubes
a hémolyse de 3 ml de suspension de spores avec 0,5 ml d’hexadécane. Une émulsion fine
entre les deux phases est obtenue par agitation au Vortex pendant les durées requises : 5, 10,
15, 20, 25, 30, 45, 60, 75, 90, 120 et 150 secondes. Apres un repos de 30 min a la température
ambiante, la DO de la phase aqueuse est lue a 600 nm (DOeq = DO aprés chaque t secondes
d’agitation). L’affinité des spores pour I’hexadécane est déduite de la pente a 1’origine de la
courbe suivante :
f(t) = (DOeq(t)/DOL) x 100

avec DOi = DO initiale et DOeq = DO a I’équilibre.
Elle est mesurée a partir de la valeur obtenue aprés 5 s d’agitation.

L’énergie d’affinité pour I’hexadécane est donnée par I’équation suivante :

AG == LN(K)
K = [6 % (DOi — DOeq) /D0Oeq]
et 6 = 3 ml de suspension / 0,5 ml de solvant.

Le protocole de cette manipulation est schématisé sur la figure 05

N

o~ N

N " —> |]
u u -.__./

Suspension sporale Suspension sporale Agitation Décantation
DOy +8olvant Dﬂéq (t)

Figure 05 : Représentation schematique du test de MATH permettant la mesure

d’affinité des spores bactériennes.
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11.3. Mesure de la charge d’une population de spores par zétamétrie

Les propriétés électriques des spores ont été évaluées par des mesures de leur mobilité
électrophorétique dans une solution de KNO3; 1mM stérile sur une gamme de pH allant de
2,85 a 9. Le pH étant ajusté par ajout de KOH 1mM ou de HNO3z ImM . Les mesures étaient
réalisées sous un champ électrique de 50 Volts a 1’aide d’un Zétamétre laser (CAD

Instrumentation, France) et a un systéme d’analyse d’images (Figure 06).

Ordinateur

Cameéra
Microscope ﬂ Sortie du

Liquide

Laser

Entrée du
liquide

Figure 06 : Dispositif expérimental du zétametre

Le sens du déplacement des micro-organismes permet de déterminer le signe de leur

charge globale de surface.

La gamme étalon de pH 2.8, 3, 4, 5, 6. en partant de 500 ml de KNOj et ajouter
progressivement du KOH pour augmenter le pH ou du HNO3 pour diminuer le pH, et les
stocker a 4°C .Le pH des solutions a pH 7, 8 et 9 n’est pas stable dans le temps, il faut les
faire les jours méme et vérifier le pH et I’ajuster avant de resuspendre les spores. Les

solutions doivent étre a température ambiante avant utilisation.

38



Partie Il : materiel et méthodes

11.3.1.Préparation des suspensions de spores.

On prend 1 ml de suspension de spores concentrée (10% 410° spores/ml) et on le met
dans 20 ml d’eau mQ stérile dans un tube conique de 50 ml, pour étre centrifugé a 2500 rpm
pendant 15 min a 4°C. Le surnageant est éliminé et on remet en suspension les spores dans
1ml avec une pipette. La méme pipette est utilisée pour désagréger le culot. Le culot est alors
dilué dans 9 ml d’eau mQ stérile. On passe dans 1’appareil a ultrasons 2,5 min puis on laisse

reposer 30 s et on repasse dans 1’appareil a ultrasons 2,5 min (47 kHz, 70 W).
La suspension est utilisée immédiatement ou mise a 4°C pour quelques heures.
11.3.2.Mesure de la mobilité des spores
11.3.2.1. Détermination de la concentration optimale de spores.

On met 0.2 ml de la suspension de spores dans 49 ml de la solution a pH 9 afin de
faire un test avec le Zétametre pour obtenir entre 40 et 50 spores par mesure. On ajoute de la
suspension de spores en fonction des mesures précédentes (0.8 ml maximum en plus des 0.2
ml initiaux). Il faut vérifier qu’il il y a entre 40 et 50 spores par mesure. Ce volume de spores

sera utilisé pour chaque solution de pH.
11.3.2.2. Mesure de la mobilité des spores a chaque pH

Le volume déterminé ci-dessus est mis dans 49 ml de la solution au pH a tester et on
passe dans ’appareil a ultrasons 2,5 min, on laisse reposer pendant 5 min sur la paillasse. On
remplit alors la cellule du zétamétre avec la suspension de spores a 1’aide de la seringue (on
aspire déelicatement 10 ml pour éviter la formation des bulles d’air. On vérifie bien qu’il n’y a

plus de bulles dans la cellule) (Boonaert et Rouxhet, 2000).
11.4. Encrassement des coupons d’Inox
11.4.1. Nettoyage et désinfection des lames d’acier inoxydable

Les coupons d’acier de 1,5 cm*4,5 cm sont soumis a un protocole de nettoyage. Ils
sont d’abord mélangés a un détergent alcalin fort de la gamme RBS (Chemical Products R.
Borghraef s. a. Belgique) et frottés un a un et a température ambiante entre les deux mains
munies de gants abrasifs (de type Mappa®) puis rincés rapidement en frottant sous ’eau dure.
IIs sont alors suspendus a une tige métallique et sépareés les uns des autres par des rondelles en
Téflon (figure 07). La tige elle-méme est suspendue aux bords d’un bécher de 400 mL. Le
bécher est alors rempli de détergent RBS a 5% a 60°C pendant 10 min. Le premier ringage se

fait sous eau dure courante par débordement pendant 5 min, suivi d’un deuxiéme ringage SOUS
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eau osmosee courante par débordement pendant 5 min également. La veille de 1’essai, on
place les coupons sur tiges dans un bécher propre et sec. On recouvre de papier d’aluminium.
Les coupons sont stérilisés au four Pasteur pendant 1 h a 180°C (2 h a partir de la T°
ambiante). A partir de ce moment, Les coupons sont manipulés a 1’aide de pinces stériles pour
les essais d’adhésion (Faille et al., 2001).

Le protocole de cette expérience est schématise sur la figure 07

=Y

“1 o b v
(TN:::- -:[:' 'f o [t i RBS 5%/60°C

RBS pur
\ H
Frottement avec Lames d'acier inoxydables
des gants Mappa i : suspendus dans une tige sous forme U
X
Rincage avec de l'eau dure
) vt
|
- «A\#{ P s
e St [.'I o
|
ih e

b b
- L —|
Rincage avec

Rincage avec I'eau dure /3min

I'ean osmosé Smin
S Nl —

Stérilisation an
four Pasteur

Figure 07 : Schéma du protocole de nettoyage des coupons d’acier inox
11.4.2.Préparation de la suspension sporale

Un mL de suspension sporale de Bacillus cereus conservee a 4°C dans de I’eau mQ
stérile (~10%-10° spores/mL), a été dilué dans 9 ml d’cau mQ stérile, puis soniqué 2 min 30
pour dissocier les agrégats. Ce volume est ensuite dilué dans 390 mL (dilution finale 1/400)
dans un Erlen de 1 L, agité énergiquement pour homogénéiser la suspension, puis versé dans

un bécher (rempli a ras bord) pour la contamination des coupons(Faille et al.,2001).
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11.4.3.Encrassement des coupons d’acier

Les coupons d’acier (suspendus sur une barre d’acier en forme de U) sont totalement
immergés dans la suspension aqueuse de spores (~2,5*10°-2,5*10° spores/mL) pendant 4

heures a température ambiante pour une adhésion simple (Faille et al.,2001).

Le protocole de cette expérience est schématisé sur la figure 08

lml/_\
—

A L. A1

400mi|
i : sonication | -
Suspension |77 :: > " —'>
sporale . )
2min 30s " d
—
Oml d'eau mQ) Encrassement

stérile

Figure 08: Schema du protocole d’encrassement des coupons d’acier

11.4.4. Dénombrement de la suspension sporale avant et aprés adhésion aux

coupons

Afin de dénombrer les spores pendant la phase d’adhésion, des dilutions décimales
successives (généralement jusqu’a 10'3) ont été effectuées dans de I’eau peptonée exempte
d’indole a 0,1%. 200 pl de chaque dilution sont répartis stérilement et a I’aide de billes de
verre dans chaque boite de Pétri. Celles-ci sont incubées pendant 48 heures a 30°C. On tient
compte des boites ayant donné entre 30 et 300 colonies. Les résultats sont exprimés en UFC
par mL de suspension encrassante (Faille et al.,2001). Le protocole de cette expérience est

schématise par la figure 09
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1ml
Iml Terd
N s

A0mil

Dénombrement

Figure 09 : Schéma de protocole du dénombrement de la suspension encrassante

Apres 1’étape d’encrassement, les coupons ont été rincés rapidement dans un Becher
d’eau osmosée pour éliminer I’excédent de la suspension bactérienne, et égouttes sur papier
absorbant de type Kim Wipes®. Chaque coupon est alors mis dans un tube contenant 10 ml
d’eau peptonée exempte d’indole & 0,1% P/V + Tween 80 a 2% V/V. Les tubes sont ensuite
placés dans le bain a ultrasons pendant 2,5 min, puis agités pendant 30 s au VVortex a la vitesse
maximale. La méme opération est réalisée deux fois. Pour éviter toute redéposition des spores
décrochées, les coupons ont été retirés immédiatement. Les spores détachées des lames sont
dénombrées en double (suspension pure, 10, 10? etc.) (Faille et al., 2001). La procédure est

la méme pour le dénombrement de la suspension d’encrassement (figure 09).

La concentration de la suspension (Nsusp en spores/mL) est calculée a partir du

nombre de colonies n dénombrées & partir de la dilution au 10
Nsusp = n * 5 * 10%

La quantit¢ de spores décrochées du coupon apres la phase d’adhésion (Nadh) est

calculée & partir du nombre de colonies n dénombrées & partir de la dilution au 10
Nadh = n * 50 * 10

Le protocole de cette manipulation est schématisé sur la figure 10
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F L Bain & ultra-sons J

A00ml

Décrochement des cellules adhérentes Dénombrement

Figure 10: Schéma de protocole du dénombrement des spores adhérentes

11.5. Examen des spores au microscope électronique a transmission (MET)

Les spores entieres ont été adsorbées sur des grilles Formvar revétues (EMS, 22400) et
examinées apres coloration négative avec de 1’acétate d'uranyle a 2% p/v (SME, G100H-Cu)

sur un microscope électronique Hitachi H7500 a une tension accélérée de 80 kV. Plusieurs

images au MET ont été prises.
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I11. Application des produits de nettoyage et de désinfection sur les spores de B. cereus

adhérentes aux coupons d’Inox

Cing agents détergents et désinfectants ont été utilisés pour cette partie de notre
travail. 1ls nous ont été fournis par la société HCI Algérie 1l s’agit de NaOH, HNO; OBA
DETART AC, OBAGEN CL et OBA STERIL BC (voire annexe 03).

OBA DETART AC est un détergent détartrant liquide peu moussant a base d’acide

phosphorique, destiné a un grand nombre d’applications dans les industries agroalimentaires.

OBA GEN CL est un détergent liquide chloré (pH a 1% = 12,2) pour circuits et

matériels dans les industries alimentaires.

OBA STERIL BC est un désinfectant a base de biguanide congu pour une utilisation
couplée avec la phase acide dans un systéeme de nettoyage en place (C.I.P). Il est utilisable a
faible dose pour la désinfection de tout matériel, circuit et surface en industrie laitiére,

fromagére et beurriére.
Les dilutions sont préparées selon les instructions du fabricant

Cinqg protocoles différents ont été testés sur deux souches de Bacillus cereus: la
souche BC 89 moyennement hydrophile et la souche BC110 moyennement hydrophobe.
1)  Protocole 1. Sans étape de désinfection
[1] Pré-ringage : eau a température ambiante
[2] Application de NaOH a 2% 10min a 70°C
[3] Rincage intermédiaire : eau a température ambiante
[4] Application HNO3z a 1%, 10min a 70°C
[5] Rincage final : eau a température ambiante

2)  Protocole 2. sans étape de désinfection
[1]Pré-rincage : eau a température ambiante
[2]Application de NaOH a 2% 10min a 70°C
[3]Rincage intermédiaire : eau a température ambiante
[4]Application OBA DETART AC: 0,8, 2 et 5% / 5, 10 et 15 min / 60, 70 et
80°C.
[5]Ringage final : eau a température ambiante
3) Protocole 3. sans désinfection

[1] Pré-rincage : eau a température ambiante
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[2] Application de OBA GEN CL a0,5;1,0et 1,5% /5 ; 10 et 15min / 30, 40 et
50°C.

[3] Rincage intermédiaire : eau a température ambiante

[4] Application HNO3 a 1%, 10min a 70°C

[5] Rincage final : eau a température ambiante

4)  Protocole 4. Avec désinfection

[1] Pré-rincage : eau a température ambiante

[2] NaOH a 2% /10min / 70°C.

[3] Rincage intermédiaire 1 : eau a température ambiante

[4] Application OBA DETART AC a 5% / 15min/ 70°C

[5] Rincage intermédiaire 2 : eau a température ambiante

[6] Deésinfection avec OBA STERIL BC a 0,3%, 0,4% et 0,5% /5, 10 et 15min
/ 60°C et 70°C).

[7] Rincage final : eau a température ambiante

5)  Protocole 5. Avec désinfection

[1]Pré-rincage : eau a température ambiante

[2]Application d’OBA GEN CL 0,1%, 15min, 50°C

[3]Rincage intermédiaire 1 : eau a température ambiante

[4]Application HNO3 3 0,5% / 70°C / 10min

[5]Rincage intermédiaire 2 : eau a température ambiante

[6]JOBA STERIL BC a 0,3%, 0,4% et 0,5% / 5, 10 et 15min / 60 et 70°C.

[7]Rincage final : eau a température ambiante
I11.1 Préparation et déenombrement des suspensions sporales.

Avant leur traitement, les suspensions sporales ont été préparées selon le protocole
décrit dans le chapitre 11.4.2 de la partie matériel et méthodes. Les coupons ont été encrassés
par les spores selon le protocole décrit dans le chapitre 11.4.3 de la partie matériel et

méthodes.

La suspension et des spores adhérentes aux coupons ont été dénombrées selon le

protocole décrit dans le chapitre 11.4.4 de la partie matériel et méthodes.
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111.2. Traitement des coupons encrassés

Le traitement des coupons encrassés de spores adhérentes avec les détergents et
désinfectants selon les 5 protocoles décrits ci-dessus est effectué de maniere a ce que tous les
coupons soient entiérement couverts par la solution préparée de détergent ou désinfectant. A
la fin du protocole, les lames sont retirées puis plongées dans de 1’eau de robinet a une
température ambiante.

111.3. Dénombrement des spores adhérentes apres nettoyage et désinfection

Apres le traitement selon les protocoles décrits ci-dessus, les coupons ont été rincés
rapidement dans un Becher d’eau, et égouttés sur du papier absorbant de type Kim Wipes®
puis chagque coupon est mis dans un tube contenant 10 ml d’eau peptonée & 0,1% + Tween 80
(@ 2% vIv). et les spores sont dénombrées selon la méthode décrite dans le chapitre 11.4.4 de

la partie matériel et méthodes.
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|. Caractérisation des souches isolées

155 isolats ont été obtenus a partir de 160 prélévements réalisés au niveau de la laiterie
GIPLAIT de Tlemcen. La répartition des isolats en fonction des sites de prélevements est

donnée par le tableau 03.

Tableau 03: Répartition des isolats obtenus de différents sites de prélévements au niveau

de la laiterie Mansourah de Tlemcen

. - Nombre de Morphotypes Nombre
Sites de prélevement . , .
prélévements observes d’isolats
MP1 4
. MP2 1
Cuves de collecte de lait cru 16 MP3 0
MP4 0
Tanks de stockage du lait de ME% ?
vache avant et apres 32
asteurisation i 2
Y MP4 0
Tanks de stockage du lait mg% 150
recombiné avant et apres 32 MP3 8
pasteurisation MP4 6
Canalisations du lait de vache et ME% gi
lait recombiné pré-pasteurisation 64 MP3 26
et post-pasteurisation MP4 15
MP1 2
.. MP2 0
Conditionneuse 16 MP3 1
MP4 0
Total 160 155

La recherche des bactéries sporulées est facilitée par un traitement thermique des
échantillons qui favorise la sélection des spores. Pour la détection et le dénombrement des
spores et formes végétatives de Bacillus cereus dans les produits alimentaires, le milieu
généralement utilisé est le milieu gelosé de Mossel dont le principe de fonctionnement est
fondé sur les trois éléments suivants (Afnor, 2005):

- L’absence de fermentation du mannitol par Bacillus cereus.

- La présence d'une lecithinase chez la majorité des souches de Bacillus cereus.

- La présence de polymixine B a 10 mg/L, permet une sélectivité satisfaisante.

Lors de I’isolement, nous avons essay¢ de respecter le ratio isolat/morphotype. En

effet le nombre de colonies sélectionnées dépendait du nombre total des colonies du type
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morphologique en question présentes dans la boite de Pétri. Dans tous les cas nous avons

prélevé au maximum 5 colonies par boite de Pétri.

I. 1. Aspect macroscopique (Morphotypes) des isolats
L’aspect macroscopique des 155 isolats s’est décliné en quatre morphotypes différents
v Le Morphotype 1:

Sur le milieu Mossel a 30°C et aprés 24H d’incubation, la colonie apparait de grande
taille (5-7 mm de diametre) plate, séche et avec un centre plus opaque que la bordure. Cette

derniere étant reguliere. Enfin la colonie est de couleur rose.

Sur le milieu nutritif gélosé a 30°C et apres 24H d’incubation, la colonie apparait de
grande taille (6-8 mm de diamétre) plate, seche et avec un centre plus opaque que la bordure.

Cette derniere étant réguliére. Enfin la colonie est de couleur beige-citron-soie. (cf figure 11)
v Morphotype 2 :

Sur le milieu Mossel a 30°C et aprés 24H d’incubation, la colonie apparait de taille
moyenne (1-5 mm) plate, seche et avec un centre plus opaque que la bordure. Cette derniére

étant reguliére. Enfin la colonie est de couleur rose-brumeux.

Sur le milieu nutritif gélosé a 30°C et aprés 24H d’incubation: la colonie est opaque de
7 a 12 mm de diametre, plate, séche avec une bordure réguliére. Elle est de couleur beige, (cf
figure 12)

v" Morphotype 3 :

Sur le milieu Mossel a 30°C et aprés 24H d’incubation, la colonie apparait de petite
taille (1-2 mm) bombée, visqueuse et avec une bordure réguliére. Enfin la colonie est de

couleur rose passion.

Sur le milieu nutritif gélosé a 30°C et aprées 24H d’incubation. Les colonies
apparaissent bombees, visqueuses, brillantes avec un centre opaque et une bordure translucide
et réguliére, de couleur jaune-blanc-Navarro. Enfin ces colonies présentent un grand diametre

qui peut aller jusqu’a 9 mm. (cf figure 13)
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Morphotype 4 :

Sur le milieu Mossel a 30°C et aprés 24H d’incubation, la colonie apparait de taille
moyenne (1-5 mm) plate, séche et avec un centre visqueux et bombé. La bordure étant seche,
plate et irréguliére. Enfin la colonie est de couleur rose.

Sur le milieu nutritif gélosé a 30°C et aprés 24H d’incubation. Les colonies sont également

seches et plates mais totalement opaque et avec une bordure irréguliére. Elles sont blanchatres

et de grand diameétre qui varie entre 6-10 mm, avec parfois un caractere envahissant. (cf figure
14)

Figure 11 : Colonies de morphotype 1. Aspect sur BP aprés 24h d’incubation a 30°C
(a)sur milieu nutritif gélosé, (b) sur milieu gélosé de Mossel.
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Figure 12 : Colonies de morphotype 2. Aspect sur BP aprés 24h d’incubation a 30°C
(a)sur milieu nutritif gélosé, (b) sur milieu gélosé de Mossel.

Figure 13 : Colonies de morphotype 3. Aspect sur BP apres 24h d’incubation a 30°C

(a)sur milieu nutritif gélosé, (b) sur milieu gélosé de Mossel.
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Figure 14 : Colonies de morphotype 4. Aspect sur BP aprés 24h d’incubation a 30°C
(a)sur milieu nutritif gélosé, (b) sur milieu gélosé de Mossel.
Aspect microscopique
La détermination de la morphologie, ’arrangement cellulaire, la mobilité et la

coloration de Gram ont été réalisés sur des souches de 24 heures cultivées a 30°C sur le

milieu de Mossel.
La formation des spores a été observee sur des cultures agées de 5 a 7 jours.

L’examen des isolats a 1’état frais a révélé des cellules en forme de petits batonnets
réguliers et mobiles.

La coloration de Gram des cultures jeune a révélé que : bacille a Gram positif aux
extrémités arrondies en chainette tandis que la coloration au vert de malachite réalisée sur une

culture &gée a montre la formation de spore non déformante (cf figure 15, 16, 17, 18, 19, 20).
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Figure 15 : Observation au microscope photonique et a I’'immersion (x100). culture

jeune révélant la couleur violette des Gram positifs (morphotype 1)

Figure 16 : Observation au microscope photonique et a I’immersion (x100). culture

jeune révélant la couleur violette des Gram positifs (morphotype 2)
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Figure 17 : Observation au microscope photonique et a I’immersion (x100). culture

jeune révélant la couleur violette des Gram positifs (morphotype 3)

Figure 18 : Observation au microscope photonique et a I’immersion (x100). culture

jeune révelant la couleur violette des Gram positifs (morphotype 4).
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Figure 19 : Observation au microscope photonique et a I’immersion (x100). Culture &gée
révélant la couleur verte des spores (morphotype).
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Figure 20 : Observation au microscope photonique et a I’immersion (x100). culture agée

révélant la couleur verte des spores (morphotype 4)
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Identification biochimique

La mise en évidence des enzymes respiratoires et les activités hydrolytiques
extracellulaires a révélé que celles-ci sont présentes chez les souches testées. .Ces activités

sont variables et reflétent les potentialités propres a chaque souche (voire annexe 4).

Figure 21 : Résultats de la mise en évidence de catalase

Figure 22 : Résultats de la mise en évidence d’oxydase
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Figure 23: Résultats de la mise en évidence de la réduction de nitrate en nitrite par les

souches isolées a : témoin ; b : résultat positif

Figure 24: Résultats de la mise en évidence de type respiratoire (a) témoin ;(b) : résultat.
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pas de coloration
autour de la colonie

Zone translucide

Zone clair

Figure 25: Résultats de la mise en évidence activités hydrolytiques extracellulaires.

(a)l’activité amylolytique, (b) I’activité caséinolytique, (c) I’activité lecithinolytique.
Identification des isolats par les galeries API 20°
Apres ’identification selon la norme AFNOR, L’identification par la galerie API 20E

des 126 isolats suspectés Bacillus cereus a permis de caractériser 4 profils numériques
différents : 0006000 (n=31), 0006001 (n=58), 2006001 (n=21), 2006021 (n=16).

La caractérisation biochimique des isolats de B. cereus avec les galeries Api 20 E, a
montré que les quatre profils numériques trouvés ont les caractéres communs suivants : ne
possedent pas a 3-galactosidase, ni la Lysine décarboxylase, ni 1’Ornithine décarboxylase, ni
I’'urease ni la Tryptophane désaminase. B. cereus n’utilisent pas le citrate comme source de
Carbone, ne produisent ni le H,S ni I’indole, ni 1’actyl methyl carbinol. et n’assimilent pas le

mannitol, I’inositol, le sorbitol, le rhamnose, le melibiose, et 1’arabinose.
Le profil 0006000 est caractérisé par la non utilisation de I’amygladine.

Les souches du profil 0006001 sont caractérisées par I’utilisation uniquement du

glucose comme source de carbone.

Les souches du profil 2006021 sont caractérisées par la non utilisation du saccharase.
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Figure 26 :Résultats d’identifications des isoltas par la galerie API20E.

B. cereus est normalement fortement béta-hémolytique.

Zone
clair:hémolysine

Figure 27: Test d’hémolysine des isolats de Bacillus cereus sur gélose au sang
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Tableau 04 : Résultats d’identification des isolats présumés comme Bacillus cereus isolés

a partir de différents sites de prélévements au niveau de la laiterie Mansourah de

Tlemcen
Nombre
d’isolats
Sites de prélévement N,OT“bre de Morphot),/pes I\!gmbre identifiés
prélevements observés d’isolats .
comme Bacillus
cereus
MP1 4 3
. MP2 1 0
Cuves de collecte de lait cru 16 MP3 0 0
MP4 0 0
Tanks de stockage du lait Silie : =
de vache avant et aprés 32 MP?2 ! 4
asteurisation e S =
P MP4 0 0
Tanks de stockage du lait mg; 150 :73
recoml?jllsrl((ee fr\i/ggtti g; apres 32 MP3 8 5
P MP4 6 4
Canalisations du lait de MP1 25 24
vache et lait recombiné pré- 64 MP2 34 31
pasteurisation et post- MP3 26 22
pasteurisation MP4 15 12
MP1 2 1
.. MP2 0 0
Conditionneuse 16 MP3 1 1
MP4 0 0
Total 160 155 L2k

Parmi les 155 isolats, 126 se sont révélé des souches appartenant au groupe Bacillus
cereus (voir annexe 02 pour les résultats détaillés).

Le groupe B. cereus comprend six especes génétiquement trés proches. Ces especes,
regroupées sous le nom de Bacillus cereus sensu lato sont : B. cereus sensu stricto : un
pathogéne opportuniste pour les humains et les animaux ; Bacillus anthracis : responsable de
I’anthrax également chez les humains et les animaux ; Bacillus thuringiensis : un pathogéne
des insectes ; Bacillus weihenstephanensis qui est un psychrotolérant ; Bacillus mycoides et
Bacillus pseudomycoides, des especes non pathogenes et qui se distinguent des autres
membres du groupe par 1’aspect particulier de leurs colonies rhizoides sur milieu nutritif
solide. La distinction entre ces deux dernieres especes est basée sur la composition en acide

gras de leur membrane cellulaire.
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Malgré leur proximité génétique, les relations phylogénétiques et taxonomiques
précises des membres du groupe B. cereus, restent encore controversées (Mclntyre et al.,
2008).

La classification des bactéries de ce groupe était initialement basée sur des caracteres
phénotypiques tels que la formation d’inclusions cristallines parasporales composées de
protéines insecticides chez B. thuringiensis et la présence de capsule chez B. anthracis.
Cependant, malgré ces différences phénotypiques, la comparaison des séquences
nucléotidiques de leurs ARN ribosomaux 16S a montré moins de 1 % de divergence (Ash et
al., 1991).

Les différences entre B. cereus s.s., B. anthracis, et B. thuringiensis concernent
essentiellement leurs facteurs de virulence, codés par des génes portés par des plasmides. En
outre, certains de ces plasmides peuvent étre échangés entre les membres du groupe B. cereus
(Thomas et al., 2000 ; Van Der Auwera et al., 2007). Si une souche de B. thuringiensis perd
ses plasmides, elle devient indiscernable de B. cereus sensu stricto. Cependant, Il est a noter
que la pathogénicité de B. anthracis et 1’utilisation de B. thuringiensis comme agent de lutte
biologique en agriculture ont pris le dessus sur les considérations taxonomiques (Lambert,
2010).

Plusieurs méthodes d’analyses décrites dans la littérature visent a distinguer les
membres du groupe B. cereus sensu lato : MLEE (MultiLocus Enzyme Electrophoresis)
(Carlson et al., 1994; Helgason et al., 1998; Helgason et al., 2000), AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) (Keim et al., 1997; Ticknor et al., 2001 ; Hill et al., 2004),
rep-PCR (Kim et al., 2001; Cherif et al., 2003; Reyes-Ramirez et Ibarra, 2005) et MLST
(MultiLocus Sequence Typing) (Helgason et al., 2004; Sorokin et al., 2006). Cependant,
aucune de ces méthodes ne permet de séparer clairement ces especes.

Les espéces du groupe B. cereus sensu lato sont par conséquent toujours considérees
comme séparées. Guinebertiére et al (2008) ont proposé une division du groupe B. cereus
sensu lato en sept grand groupes phylogéniques (I a VII) basés sur des criteres génétiques et
phénotypiques principalement la température de croissance.

Selon cette classification, chaque groupe correspond a un « thermotype » particulier
qui montre clairement la différence entre les capacités a se développer a basses ou hautes

températures. Aussi, des capacités de virulence peuvent étre associées a chaque groupe.
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Tableau 05 : Les sept groupes de B. cereus (Guinebretiére et al., 2008)

Association a .
Température

Grqupes Espéces Qes to_xl- (°C) de Re5|stancea Observations °
espéces infections : des spores
. - croissance
alimentaires
. Mésophiles ; colonies rhizoides
| B. pseudomycoides Non 10-40 Nd sur agar
La plupart des souches sont
B. cereus I, B. . psychrotolérantes. Le variant
I thuringiensis 11 Oui 7-40 ++ psychrotolérant du gene cspA
est absent
Souches émétiques
B. cereus 111, . . .
i B. thuringiensis 111 Oui 15-45 it Mlsepile
B. anthracis
B. cereus 1V, B. . , .
vV thuringiensis 1V Oui 10-45 + Mésophile
B. cereus V, B. . . .
\% thuringiensis V Oui 8-40 + sl
B. Toutes les souches sont
weihenstephanensis pychrotolérantes. Le variant
Vi B. mycoides Non 5-37 + psychrotolérant du géne cspA
B. thuringiensis VI est présent
Thermotolérant; tres peu de
souches de ce groupe ont été
\VAL| B. cytotoxicus Oui 20-50 +++ trouvées, mais tres souvent
associées a des toxi-infections
alimentaires

nd, non déterminé
a Classement établit par Afchain et al. (2008); Carlin et al. (2006, 2009).
bCspA : Major Cold Shock Protein A

Selon cette classification, les bacteries du groupe VII qui se développent a des
températures atteignant 50°C constituent, selon Guinebretiére et al (2013) une nouvelle

espéce appelée B. cytotoxicus.

B. cereus est omniprésent dans la nature, il se propage facilement par le biais des
systemes de production alimentaire, et la contamination par cette espece est presque
inévitable. En effet, B. cereus a été isolée a partir de riz, de produits céréaliers, de laits et
produits laitiers, de viandes, d’épices et d’oeufs (Kramer et Gilbert, 1989 ; Ziane et al.,
2014).

En relation avec les résultats de notre travail, nous pouvons dire que Bacillus cereus
représente également une partie significative de la contamination de I’environnement laitier.
Cet état a déja été signalé par Hornstra et al (2007) et Ankolekar et Labbé(2010).

Déja a la ferme, ’encrassement des mamelles des vaches représente une source
importante de contamination du lait par B. cereus (Van Heddeghem et Vlaemynck, 1992).
Le transport et le stockage supplémentaire du lait cru au niveau des laiteries peut entrainer une
contamination supplémentaire par des spores de B. cereus déja présentes dans les tanks et

lactoducs. Une autre source possible de contamination dans l'industrie laitiere, a travers les
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conditionneuses a partir desquelles les spores de B. cereus ont été isolées (Van Heddeghem
et Vlaemynck, 1992; Waak et al., 2002 ; Dogan et Boor, 2003) et enfin a partir de poudre
de lait (Reyes et al.,2007).

Dans une usine laitiere, Sharma et Anand (2002), ont trouvé que B. cereus
représentait plus de 12% de la microflore constitutive des biofilms. Les spores de B. cereus
sont résistantes a un grand nombre de stress et de contraintes. Elles sont parfois hydrophobes,
ce qui facilite leur adhésion aux surfaces des équipements de transformation des aliments
(Lindsay et al., 2006).

Dans les industries laitiéres, les spores de B. cereus, présentes dans le lait cru avant
traitement peuvent rester sur certaines parties des équipements, ce qui favorise leur
germination et leur développement sous forme de biofilms et ainsi contaminer le produit fini.

Les travaux de Scott et al., (2007) situent 1’origine de la contamination du lait en
poudre par des bactéries sporulées au niveau des échangeurs de préchauffage du lait et de
I’évaporateur.

Il a été montré que des enzymes extracellulaires de Bacillus cereus peuvent avoir des
activités d’altération des aliments. Parmi ces derniéres il existe des protéases, et des lipases
comme les lecithinase. Ces enzymes vont respectivement hydrolyser les protéines et les
lipides (Burgess et al., 2010).

Comme dit précédemment, les spores de B. cereus sont capables de résister a de fortes
températures et donc aux principaux traitements thermiques appliqués en industrie
agroalimentaire. Il a ét¢ montré que dans le cas du lait UHT (ultra haute température), les
spores présentes sont alors activées par le choc thermique. Les spores vont ainsi germer et
peuvent alors produire des enzymes extracellulaires. Ces enzymes sont produites lors de la fin
de la croissance exponentielle ainsi que pendant le début de la phase stationnaire (Chen et al.,
2003). Chen et al (2004) ont d’ailleurs montré que la production de ces enzymes
extracellulaires est associée a la sporulation Ces derniéres donnent au lait une flaveur
anormale et des défauts de structure (De Jonghe et al., 2010).

Dans le lait, les protéinases vont provoquer un clivage des caséines provoquant une
désorganisation des micelles de caséine (Chen et al., 2003) avec comme conséquence un
défaut nommé le caillage doux du lait, le « sweet curdling » (De Jonghe et al., 2010).
L’activité des protéinases est maximale lorsque le pH est alcalin (Chen et al., 2004).

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

les acides gras du lait. Leur action d’hydrolyse est plus efficace sur des acides gras a courte
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chaine (Chen et al., 2004). Cette action est d’autant plus importante que ce sont ces mémes
acides gras a courtes chaines qui contribuent le plus a la flaveur du lait. Ainsi, cette
dégradation donne une flaveur rance et fruitée au lait, tout comme les lecithinase peuvent
donner au lait un aspect de créme caillée en raison de 1’agrégation des globules gras (De
Jonghe et al., 2010). 11 a été montré que ’activité des lipases est maximale lorsque le pH est
de7a9.

Enfin il est a noter que les lipases produites par une souche de B. cereus sont plus

stables que les protéases produites par cette méme souche (Chen et al., 2004).

Les biofilms qui peuvent se développer sur les joints d'étanchéité constituent
également une source de contamination des produits laitiers par B. cereus (Austin et
Bergeron, 1995).

Schlegelova et al (2010) ont étudié la présence de Bacillus cereus, et d’autres especes
bacteriennes dans des matieres premiéres et produits alimentaires, et sur des surfaces de
contact alimentaire apres nettoyage au cours de la période 2005 - 2006 dans trois fermes
laitieres (120 échantillons), des laiteries (124 échantillons), et deux usines de transformation
de la viande (160 échantillons). 1 409 isolats ont été identifiés. Parmi les souches de B. cereus
isolées des surfaces internes d'équipement et des produits traités thermiquement, 76% étaient

productrices d'entérotoxine diarrhéique.

Par ailleurs, Jan et al (2011) ont mené une étude pour identifier, par des méethodes
génotypiques et phénotypiques, une collection de bactéries psychrotrophes appartenant au
groupe Bacillus cereus isolées dans une ferme et dans 6 usines de fabrication d’ovo produits
sur une période couvrant une saison chaude et une saison froide. Tous les isolats étaient en
mesure d'adhérer a l'acier inoxydable et plus de 80% se sont révélés fortement adhérents et

pourraient conduire a la formation de biofilms sur les équipements industriels

Magnusson et al (2007) ont étudié la contamination du lait cru avec des spores de
Bacillus cereus dans une étable avec des bovins laitiers en stabulation entravée. La présence
de spores dans des échantillons d'air, d’aliments, de matieres fécales et d'eau de ringage de
I'équipement de traite a été comparée avec le niveau de spores dans le lait de citerne dans
deux fermes. Le nombre de spores présents dans l'alimentation, les matiéres fécales, et de l'air
est trop faible pour étre d'une importance pour la contamination du lait. Le nombre de spores
était élevé dans l'eau de rincage de I'équipement de traite (jusqu’a 322 spores/L). La
comparaison génétique des isolats de B. cereus dans les différentes sources ont indiqué que la
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litiere utilisée était la principale source de contamination. Une expérience d'alimentation
séparée au cours de laquelle les vaches ont été nourries expérimentalement par des aliments
contamines par des spores de Bacillus cereus a montré que les aliments contaminés pouvaient

étre une source importante de contamination du lait par les spores de B. cereus.

La contamination bactérienne du lait cru peut provenir de différentes sources : l'air, le

matériel de traite, 1’alimentation, le sol, les mati¢res fécales et I’herbe (Huck et al., 2007a ;

Huck et al., 2007b ; Huck et al., 2008 ; Ranieri et Boor, 2010 ; Ranieri et Boor, 2009).

Valérie et al (2008) supposent que les modes d’alimentation et de logement des
vaches influent sur la flore aérobie sporulée du lait. La majorité des sporulés aérobies dans le
lait appartenait au genre Bacillus (Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus , Bacillus circulans
, Bacillus subtilis) et de souches types d'especes appartenant au groupe Bacillus cereus.

Environ 7% des isolats seraient de nouveaux taxons sporulés.

Fromm et Boor (2006) ont analysé des échantillons de lait de 3 usines laitieres. Les
micro-organismes prédominants identifiés ont été des bacilles Gram-positif, y compris

Paenibacillus, Bacillus, et Microbacterium.

Les produits laitiers en poudre (par exemple, le lactosérum doux, poudre de lait
écrémé, lactosérum acide, et de poudre de concentré protéines de lactosérum) sont d'un intérét
économique a l'industrie laitiére. Selon le US Dairy Export Council, les clients ont exigé des
tolérances strictes (< 500 a < 1 000 /g) pour les spores thermophiles et mésophiles dans les
produits laitiers en poudre. Des échantillons de matiéres premiéres, produits semi finis, et de
produits finis ont été collectés a partir de 4 installations de traitement des produits laitiers en
poudre dans le nord des Etats-Unis sur une période d’un an. Deux traitements distincts de
spores : (1) 80 °C pendant 12 min (pour détecter les bactéries sporulées) et (2) a 100 °C
pendant 30 min (pour détecter les bactéries sporulées hautement thermorésistantes) ont éte
appliqués aux échantillons avant les analyses microbiologiques. Des échantillons de matiéres
premiéres, produits semi finis, et de produits finis ont été analysés pour les sporulés
thermophiles, mésophiles, et psychrotolerant, 77,5, 71,0 et 4,6 % des echantillons étant
positifs pour ces organismes respectivement. Ils ont eégalement analysé des échantillons de
produits finis et produit semi-finis pour les spores thermophiles et mésophiles hautement

thermorésistantes avec 63,7 et 42,6 % des échantillons positifs, respectivement.
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La prévalence et le nombre des formes sporulées variaient considérablement selon le
produit et 1’usine : le lactosérum doux et le lait écrémé en poudre ont montré une prévalence
plus élevée de bactéries sporulées thermophiles et mésophiles par rapport au lactosérum acide
et concentré protéique de lactosérum. Contrairement aux études précédentes, ces auteurs ont
trouvé une relation peu évidente entre 1’augmentation du nombre de spores et I’avancement
dans le processus de traitement. les sporulés thermophiles sont I'organisme principal de

préoccupation dans les poudres de lait (Watterson et al., 2014).
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Il. Caractérisation physico-chimique de la surface des spores bactériennes

Les propriétés physico-chimiques de surface de 14 spores de B. cereus et la capacité
d'adhésion de 4 isolats sur une surface en acier inoxydable ont éte évaluées.

Les resultats de I'hydrophobicité et du potentiel zéta des spores sont donnés dans le
tableau 06.

Tableau 06 : Résultats expérimentaux d’hydrophobicité et zéta potentiel des

spores Bacillus cereus.

Souches Affinité Zeta potentiel
(ens™) (en mV)

B.cereus 14 2,34+0,58 -26,630+1,99
B.cereus 44 2,16x0,70 -19,360+3,96
B.cereus 82 2,72+0,59 -20,910+3.74
B.cereus 89 2,85+1,02 -27,065+4,49
B.cereus 100 2,10+0,38 -37,055+1,067
B.cereus 107 1,79+0,95 -32,300+1,51
B.cereus 109 0,107+0,20 -20,806+0,42
B.cereus 110 5,32+1,07 -28,085+10,38
B.cereus 120 1,34+1,28 -31,225+3,32
B.cereus 123 4,34+0,83 -26,590+4,46
B.cereus 18 3,53+0,08 -26,990+2,47
B.cereus 80 1,17+0,67 -19,315+0,091
B.cereus103 2,050,1 -12,285+1,18
B.cereus126 0,250+1,58 -44,510+7,28

Le caractére hydrophobe/hydrophile des spores a été estimé par la méthode MATH
(Microbial Adhésion to Hydrocarbons). L’affinité des spores de Bacillus cereus pour

I’hexadécane pendant les durées allant de 5s a 150s est présentée dans la figure 28.
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Figure 28 : Affinité pour ’hexadécane des spores de B.cereus suspendues en sérum
L’affinité des spores de Bacillus cereus pour I’hexadécane est donnée dans la figure 29.
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Figure 29: Affinité pour I’hexadécane des spores de B.cereus suspendues en sérum
(MATH).
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A partir des valeurs obtenues, les isolats peuvent étre classes en trois groupes.

Groupe 1: spores trés hydrophiles comprenant 2 isolats soit 14,29% des isolats avec un taux
d’affinité initial de -0,107 s™ pour la souche B. cereus 109 et -0,25 s™.pour la souche B.

cereus 126

Groupe 2: spores moyennement hydrophiles comprend 9 spores soit 64,29% du total des
isolats. Le taux d’affinité initial varie de -2,05 s pour B. cereus 103 & -2,85 s™ pour B.
cereus 89.

Groupe 3: spores moyennement hydrophobe comprend trois spores soit 21,43%du total,
comme indiqué par le taux d’affinité initial allant de -3,53 s™ (B. cereus 18) & -5,32 s™ (B.

cereus 110).

La mobilité électrophorétique (M.E.) sur une gamme de pH allant de 2,85 a 9 pour

chacune des 14 souches étudiées se présente dans les figures N°30,31, 32 et 33.
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M Bc103
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Figure 30 : potentiel zéta de 4 souches de Bacillus cereus
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Figure 31 : potentiel zéta de 4 souches de Bacillus cereus
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Figure 32 : potentiel zéta de 4 souches de Bacillus cereus
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Figure 33 : potentiel zéta de 2 souches de Bacillus cereus
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Figure 34: pl des spores des souches de B.cereus
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Figure 35: Potentiel zéta a pH 7,0 des spores des souches de B.cereus

La charge électrique des spores caractérisée par le potentiel z&ta indique un caractere
électro-négatif clair de toutes les souches a pH 7,0. Toutefois de grandes variations ont été
observées entre les souches (potentiel zéta allant de -12,28 a -44, 51 mV). La spore Bc126

était la plus chargée négativement.

Ces données ne nous permettent pas de conclure qu’il existe une corrélation entre le

caractere d’hydrophobie et le potentiel Zeta (cf figure N° 36, R =0, 11).

Hydrophobicité
0 T T T T T 1
5 ( 1 2 3 4 5 6
-10 =0,6627x-28,17
¢ Y
— -15
2
220 1o 4 4 *
8251 .. % &
g 30 R ¢
. 35 ¢
L
_40 -
45 + @
_50 .

Figure 36 : Relation entre I’hydrophobicité et le potentiel zéta des spores de B.
cereus isolées a partir d’une usine laitiére en Algérie
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La caractérisation de la surface des spores montre que la majorité de nos spores sont
moyennement hydrophiles. La charge électrique des spores caractérisée par le potentiel zéta
indique un caractére électro-négatif clair a pH 7 de toutes les souches, cependant, d'énormes
variations sont observées. Nos résultats, nous permettent de conclure qu'aucune corrélation n'a

été trouvée entre les caractéres d”hydrophobicité et le potentiel Zeta.

Dans notre travail, quatre spores de B. cereus ont été examinées par microscopie
électronique a transmission apres coloration négative. Deux spores: B. cereus 123 et B. cereus
110 sont hydrophobes et deux spores: B. cereus 82 et B. cereus 109 sont hydrophiles. Les
images de ces observations sont présentées dans la figure 37. Ces images permettent
I'observation claire d'un exosporium entourant les spores. La présence d'appendices sur les

spores a également été examinée.
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Figure 37 : Images de spores de Bacillus cereus apres coloration négative par
microscopie électronique a Transmission. (A, B): B. cereus 82; (C, D);B.cereus 109;
(E, F) : B.cereus 110; (G, H); B.cereus 123.

2pm

Dans le cadre de ce travail, nous avons observé ces appendices sur la surface de

chaque spore. Pour chaque souche examinée les appendices étaient péritriches.

Le nombre des appendices -estimé sur 50 images pour chaque souche par le logiciel
Image J (http://rsbweb.nih.govij/dpwnload.html) - varie selon les souches de 4,24 + 7,81 a
5,32 + 2,76.

La longueur des appendices également déterminée par le logiciel Image J sur 50
images pour chaque souche varie de 0,50+0.342 & 3,74+5.490 um. Des valeurs semblables ont
été rapportées par Ankolekar et Labbé (2010) et Faille et al (2010b).

La corrélation entre I’hydrophobicité de la surface et la capacité d'adhésion des spores
est donnée dans la figure 38. D’apres les résultats trouvés, Il y a une corrélation entre
I'hydrophobicité et 'adhésion des spores (R =0, 63)
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Figure 38: Relation entre I’adhésion et hydrophobicité de sept spores de B. cereus
isolées a partir d’une laiterie algérienne.
La relation entre la mobilité électrophorétique et I’adhésion des spores bactériennes est
donnée dans la figure 39. D’aprés les résultats Il n’y a pas de corrélation entre le potentiel

zéta et l'adhésion des spores bactériennes (R =- 0, 14).
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Figure 39: Relation entre I’adhésion et 1a mobilité électrophorétique de sept spores
de B. cereus isolées a partir d’une usine laitiére algérienne

Il'y a une corrélation entre I'nydrophobicité des spores bactériennes et 1’adhésion, mais

il n’y en a pas entre le potentiel zéta et I'adhésion des spores bactériennes.
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La relation entre les propriétés de surfaces des spores de Bacillus cereus et la capacité

d’adhésion a I’acier inoxydable a été déterminée. Les résultats figurent sur le tableau 07.

Tableau 07 : Propriétés de surfaces des spores de Bacillus cereus et capacité d’adhésion
au coupons d’acier inoxydable. (B. cereus 82 et B. cereus 109 sont hydrophiles; B. cereus
110 et B. cereus 123 sont hydrophobes)

Surface Surface de la Longueur des ]

Nombre Adhesion

Souches d’exosporium spore appendices )

) ) d’appendices N/cm

(Hm°) (Hm?) (Hm)

B.cereus 82 0,53 0,41 7+2 3,74 5.23x10°
B.cereus 109 0,56 0,43 8 +4 0,50 5.1x10°
B.cereus 110 0,48 0,39 6+3 0,58 1.12x10°
B.cereus123 0,43 0,36 5+2 0,53 6.60x10°

La relation entre 1’adhésion des spores bactériennes et la surface d’exosporium est
donnée dans la figure 40. Il y a pas une corrélation inverse entre 1’adhésion et la surface

d’éxosporium (R = -0, 57).
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Figure 40 : Relation entre I’adhésion entre quatre spores et la surface de leur

d’éxosporium

La relation entre I’adhésion des spores bactériennes et la surface de la spore est donné
dans la figure 41. 1l y a une corrélation inverse entre 1’adhésion et la surface de la spore (R =
-0, 57).
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Figure 41 : Relation entre I’adhésion et la surface de quatre spores de B. cereus

La relation entre 1’adhésion des spores bactériennes et le nombre d’appendices est
donnée dans la figure 42. 11 y a une corrélation inverse entre 1’adhésion et le nombre
d’appendices (R = -0, 54).
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Figure 42 : Relation entre I’adhésion le nombre d’appendices de quatre spores de

B. cereus

La relation entre 1’adhésion des spores bactériennes et la longueur d’appendices est
donnée dans la figure 43. Il n’y a pas une corrélation entre I’adhésion et la longueur
d’appendices (R = -0,42).
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Figure 43: Relation entre I’adhésion et 1a longueur des appendices de quatre

spores de B. cereus

Nos résultats indiquent que l'adhésion est affectée par la longueur d’appendices, par

leurs nombres, par la surface d’éxosporium, et par la surface de la spore.

Les résultats obtenus dans cette ¢tude sur 1’affinité pour 1’hexadécane de la surface et
les propriétés électriques des spores de B. cereus montrent que nos isolats présentent des
valeurs similaires ou légerement plus faibles que celles citées dans des travaux antérieurs. En
effet Ankolekar et Labbé (2010) ont trouvé que les valeurs d’affinité varient entre 55,6% - et
14,1% et pour le potentiel Zéta de -8,18 a -12,8. Faille et al (2010b) ont trouvé des valeurs de
I'hydrophobicité variant entre - 9 s%(=45%) a 0,5 s™ (=2,5%) et pour le potentiel Zéta de -
17,61 a -46,81, enfin, Buhr et al (2008) ont constaté que les valeurs de l'affinité a
I’hexadécane se situaient entre 92,2% et 12,7% (Buhr et al., 2008 ;Ankolekar et Labbé
,2010 ; Faille et al ., 2010b).
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Tableau 08 : Tableau comparant les données relatives a I’affinité a ’hexadécane et au

potentiel Zeta de ce travail avec des données de la littérature

Affinité a o
Phexadécans Potentiel Zéta
Faille et al.(2010b) 45% -2,5% -17,61 & -46,81
Ankolekar et Labbé,(2010) 55,6% - 14,1% -8,18a-12,8
Buhr et al.,(2008) 92,2% - 12,7% Nd
Bailey-Smith et al.(2005) 75%-65% Nd
Seale et al., (2007) 45%-10% -123-21
Nos résultats 26.6%-0.5% -12.285 a-44.51

Nd : non déterminé

Il a été suggéré que l'augmentation de I'hydrophobicité des spores bactériennes est due
a l'abondance relative des protéines dans les couches extérieures et 1’exosporium par rapport
au peptidoglycane des cellules végeétatives a Gram positif (Matz et al.,1970 ; Takumi et
al.,1979 ; Doyle et al., 1984 ).

Kozuka et Tochikubo (1985) qui ont rapporté les propriétés chimiques de I'élément
principal d'appendices de B. cereus IAM1110 ont suggéré que les appendices pouvaient ne
pas avoir des propriétés hydrophobes fortes en comparaison avec 1’exosporium (Kozuka et

Tochikubo, 1985).

Nos résultats indiquent également que les caractéristiques physico-chimiques de B.
cereus sont indépendantes de la source d'échantillonnage. En effet nous avons trouvé des
spores hydrophobes dans les équipements avant et aprés pasteurisation ce qui explique que le
traitement thermique (pasteurisation) n’a apparemment pas d’effet sur le caractcre

hydrophobe des spores bactériennes. Il en est de méme pour le caractere hydrophile.

Toutes les spores de B. cereus partagent une architecture commune comme la présence
d'un exosporium (Henriques et Moran, 2007). Pour les deux souches (B. cereus 110, B.
cereus 123), le caractére hydrophobe a été trouvé lie a la présence d'un exosporium.
Koshikawa et al (1989) ont examiné la relation entre I'nydrophobicité et la présence d'un
exosporium. lls ont constate que la propriété hydrophobe des spores est principalement due a

I’exosporium, tandis que le manteau des spores a une propriété hydrophobe plus faible.
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L’hydrophobicité peut étre due a la composition protéique et lipidique de 1’exosporium
(Koshikawa et al., 1989). Cependant, nos résultats indiquent que la spore de B. cereus 109 et
la spore de B.cereus 82 bien qu’entourées d’un exosporium se sont avérées hydrophile (Voir
les images A, B, C et D de TEM Figure 40, Bc109 avec —R0=0.107 et Bc82 avec —R0=-2.72).

Les appendices sont des structures en spirale (Faille et al.,, 2010a) et sont une
caractéristique commune, mais pas universelle chez les spores du groupe de B. cereus. Le
nombre et la longueur des appendices de spores du groupe B. cereus et espéces associées
peuvent étre tres variables. Wijman et al (2007) mentionnent que les appendices de spores
peuvent étre soit perdus soit altérés au cours des opérations de préparation en raison de leur
fragilité (Wijman et al., 2007).

Les spores de B. cereus présentent une remarquable capacité d’adhérer a divers

matériaux inertes (Husmark et Rénner, 1992 ; Galopin et al., 2009).

Selon des travaux antérieurs, les spores de charge inférieure ont une capacité plus
¢levée d’adhérer aux surfaces (HUsmark et RoOnner, 1992 ; Giarouris et al., 2009).
L’adhésion des cellules a lieu principalement dans deux étapes : une adhérence réversible a

suivi d'une adhérence irréversible.

Les interactions initiales sont développées entre les cellules bactériennes et la surface
désignées sous le nom de I'adhérence réversible. Les diverses forces d'interaction influencant
le procédé réversible d'adhérence sont les forces dattraction de Van der Walls, les forces
électrostatique et les interactions hydrophobes. Pendant cette étape, les bactéries peuvent
toujours facilement étre enlevées par les forces de cisaillement (Marshall et al., 1971).
L'attachement irréversible des cellules représente 1’étape cruciale dans le développement de
biofilm. Les diverses forces d'interaction influencant le procédé d'adhérence irréversible sont
les interactions de dipble-dipdle, I'nydrogene, la liaison ionique et covalente et les interactions
hydrophobes (Jones et Isaacson ,1983 ; Hancock, 1991).

L'hydrophobie joue un rdle majeur dans lI'adhésion des spores (Faille et al., 2013). En
raison de leur hydrophobicité, I'adhésion des spores est particulierement élevée pour les
matériaux hydrophobes tels que l'acier inoxydable qui est couramment utilisé dans les

équipements de transformation des produits laitiers.

Les spores sont recouvertes par des longs appendices qui favorisent l'adhérence
(Smirnova et al., 1989 ; Stalheim et Granum, 2001). Hismark et Ronner (1992) ont
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montré que adhésion des spores de B. cereus IAM110 apres sonication a été environ 2,5 fois

moins que celle des spores entiéres pour la méme souche.

En comparaison avec les résultats en conditions statiques, les conditions dynamiques
ont donné des résultats plutdt inattendus (Klavenes et al., 2002). Une explication possible
pourrait étre que les appendices vont promouvoir I'adhésion initiale des spores, mais une fois
celles-ci adhérées a la surface les appendices ne servent plus et d’autres mécanismes

d'adhésion dominent.

Une autre explication pourrait étre que les spores avec appendices se regroupent plus
facilement grace a ’enchevétrement des appendices, ces groupes de spores sont ainsi plus

facilement éliminés de la surface dans des conditions dynamiques (Koshikawa et al., 1989).

Il 'y a une certaine controverse concernant leur réle dans I'adhésion (Seale et al., 2008).
Les agents de nettoyage qui dégradent les appendices existent déja et pourraient
éventuellement étre développés si les appendices sont jugées essentiels dans le phénomene
d'adhésion (Stalheim et Granum, 2001).

Faille et al (2010b) trouvent que l'adhésion des spores de Bacillus dépend
essentiellement de I’hydrophobicité et du nombre d’appendices. Concernant les 9 spores de B.
cereus que ces auteurs ont étudié, les différences d’adhésion observées seraient liées au

nombre d’appendices, de la taille de I’exosporium et & un degré moindre le potentiel Zeta.

Selon les travaux de Rénner et al (1990) les spores les plus hydrophobes, -estimée par
la méthode de chromatographie d'interaction hydrophobique- adhérent beaucoup plus aux

surfaces hydrophobes.

Faille et al (2002) ont montré, que le nombre de spores hydrophobes de Bacillus
cereus adhérées sur différents supports (PVC, verre, acier inoxydable) était dix fois plus
élevés que celui des spores hydrophiles de Bacillus subtilis (Faille et al., 2002). De plus,
les spores de B.cereus étaient plus résistantes que les spores de B.subtilis aux procédures de
nettoyage.

Lequette et al (2011) ont montré que les spores de Bacillus cereus adhérent

sélectivement sur des nanofils de silice super-hydrophobes en présence d'eau.

En utilisant des surfaces modifiées dans leur structure et leurs propriétés : les motifs

super-hydrophiles gravés sur les nanofils (SiINW) de silice super-hydrophobes Ces surfaces
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ont été inoculés par une suspension de spores de B. cereus. Les résultats ont montré une

adsorption spécifique des spores sur les zones super-hydrophobes.

L’exosporium est constitué¢ d’une couche paracristalline recouverte d’une structure en
brosse. Cette brosse est formée principalement de glycoprotéines. Trois génes, bclA, exsH et
exsl ont été identifiés dans le génome de B. cereus. Les génes bclA et exsH codant pour des
protéines ont été inactivés pour déterminer leur réle dans I’adhésion des spores. Les résultats
ont montré que la glycoprotéine BlcA ¢élément majeur de la brosse augmente 1’adhésion des
spores sur 1’acier et module les propriétés physico-chimiques de la spore. La glycosylation
des deux protéines BIcA et ExsH semble identique. La protéine ExsH ne semble pas
influencer 1’adhésion des spores sur 1’acier. La protéine BclA est constitué de 3 domaines : un
domaine N-terminal (Nt) impliqué dans 1’encrage de la protéine dans I’exosporium, un
domaine CLR (Collagen-Like-Region) de longueur variable et un domaine C-terminale (Ct)

formé de feuillets beta relié par des boucles.

Afin de mieux comprendre le role de la protéine BclA dans 1’adhésion des spores, des
délétions des domaines Ct et CLR ont été effectuées. Les résultats montrent que plus la région
CLR augmente, plus le point isoélectrique et I’hydrophobicité de la spore augmentent ce qui
peut expliquer 1’accroissement des forces adhésion de la spore avec I’accroissement de la

longueur de la région CLR.

L’absence de la région Ct diminue 1’adhésion des spores. La délétion de cette région

augmente I’hydrophobicité et diminue le point isoélectrique des spores.

Faille et al (2010b) ont étudié I'influence des propriétés des spores comme la présence
de l'exosporium sur la capacité d'adhésion des spores. 17 souches appartenant a différentes
especes du genre Bacillus. La capacité des spores appartenant au groupe B. cereus sont
géneéralement les plus adhérentes.

La présence d'un exosporium n’explique pas a elle seule leur capacité a adhérer a des
surfaces inertes. En effet, sur 17 souches appartement au genre Bacillus, I'nydrophobicité et le
nombre d'appendices sont corrélés statistiquement a la capacité d'adhésion. A l'intérieur du
groupe B. cereus, les différences dans le nombre d'appendices, la longueur de I'exosporium et

a moindre mesure le potentiel zéta est relies a la capacité dadhesion.
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I11. Application des produits de nettoyage et de déesinfection sur les spores de B. cereus

adhérentes aux coupons d’Inox
Dans cette partie, nous avons essayé de déterminer 1’effet des conditions de nettoyage et

de désinfection sur 1’élimination des spores de Bacillus cereus adhérées & des coupons d’acier

inoxydable.

Dans ce cadre nous avons ¢étudi¢ I’influence de trois des quatre facteurs inter-
dépendants, du cercle de Sinner : la température, la concentration des produits chimiques et la

durée de contact. Les résultats ont été rapportés sur les figures 44, 45, 46, 47, et 48.

Lugtli-Lughv,

%

HEEZ1.0

1.5 DES

Reslme tiem. e g ilhomoig we alem s ren ol i ricn
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Fig 44 : Efficacité du protocole 1 appliqué par la laiterie Mansourah de Tlemcen sur des
spores de Bacillus cereus adhérées sur acier inoxydable. [Protocole sans étape de désinfection :
1) pré-rincage a température ambiante, 2) NaOH a 2% 10min a 70°C, 3) ringage intermédiaire a
température ambiante, 4) HNO; a 1%, 10min a 70°C, 5) rincage final & température ambiante]. Ce

protocole a été testé en conditions statiques.
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Figure 45 : Efficacité du protocole 2. sur des spores de Bacillus cereus adhérées sur acier

inoxydable [Protocole sans étape de désinfection :1)pré-rincage a température ambiante, 2) NaOH a 2%
10min a 70°C, 3)rincage intermédiaire a température ambiante, 4) OBA DETART AC [(a) 0,8, 2 et 5% /
5,10 et 15 min / 60°C][(b) 0,8, 2 et 5% / 5, 10 et 15 min / 70°C][(c) 0,8, 2 et 5% / 5, 10 et 15 min / 80°C][ (d)
0,8% /5, 10 et 15 min / 60, 70, 80°C][(e) 2% / 5, 10 et 15 min / 60, 70, 80°C][(f) 5% / 5, 10 et 15 min / 60,
70, 80°C][(g) 0,8, 2 et 5% / 60°C,70°C,80°C / 5min][(h) 0,8, 2 et 5% / 60°C,70°C,80°C / 10min][(i) 0,8, 2 et
5% / 60°C,70°C,80°C /15min] ,5)/rincage final a température ambiante].
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Figure 46 : Efficacité du protocole 3 sur des spores de Bacillus cereus adhérées sur acier

inoxydable [Protocole sans étape de désinfection :1)pré-ringage a température ambiante,2) OBA GEN
CLa[(@)0,5;1,0et1,5%/5;10et 15min/30°C][(b)0,5;1,0et1,5% /5 ; 10 et 15min / 40°C][(c) 0,5; 1,0
et 1,5% /5 ; 10 et 15min / 50°C][(d) 0,05 % / 5 ; 10 et 15min / 30, 40, 50°C][(e) 1% /5 ; 10 et 15min / 30,
40, 50°C][(f) 1,5% / 5; 10 et 15min / 30, 40, 50°C][(g) 0,05 % / 30, 40, 50°C/5min][(h) 1 % / 30, 40,
50°C/10min][(i) 1,5 % / 30, 40, 50°C/15min], 3)rin¢age intermédiaire & température ambiante ,4)HNO; a

1%, 10min & 70°C, 5)ringage final a température ambiante].

85



7T)ringage final :

Partie 111 :

Log¥yLegl
L ]
i n ]
it
it
jr s 0% um
?jéﬂ an H%M’ ]
HA 4
L
ii
!
5 |

! Smin 10min LEmin

Laghd ol [d}

i B
z iR
il
i
g5
it (Tl
ig A o
;'E e
H
;_
y
| |

min min 13min
Toglyl ng

canlled raen

Redlme o m begrarithinEgme sles sp s

0,3%

Loghy Legd [b}
33
i 1 L‘:%
§ 0 ! 33%04%
H:
i
H
ks
il
it 1
Ey
éw,a
)
Smin 1Wmin
Legl Lo, )
L
)
E
i
£ s it
i
i
i
:fl:
if
S
t 0
H
)
Smin 1Umin
®
| Wbl
b

0%

B
i e
i
: H
HL
1
t
5
t
i

86

[atw

Limin

AT S A

HE: R e . Bz i iy moe e w myro we m s BieEse o
p .

B[‘C

Lamin

o

=

I
BUIC '
5%

Figure 47 : Efficacité du Protocole 4 sur des spores de Bacillus cereus adhérées sur acier
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Figure 48 : Efficacité du Protocole 5 sur des spores de Bacillus cereus adhérées sur acier

inoxydable.[Protocole avec étape de désinfection 1) pré-ringage a température ambiante,2) d’OBA
GEN CL 0,1%, 15min, 50°C ,3)rin¢age intermédiaire 1 a température ambiante,4) HNO; ;0,5% / 70°C /
10min,5) ringage intermédiaire 2 a température ambiante,6)OBA STERIL BC a [(a) 0,3%, 0,4% et 0,5% /
5, 10 et 15min / 70°C[(b) 0,3%, 0,4% et 0,5% / 5, 10 et 15min / 80°C][(c) 0,3%/ 5, 10 et 15min / ,70°C,
80°C][(d) 0,4%/ 5, 10 et 15min / ,70°C, 80°C][(e)0,5%/ 5, 10 et 15min / ,70°C, 80°C][(f)0,3%,0,4% et 0,5%
/70°C,80°C/5min][(f)0,3%0,0,4% et 0,5% /70°C,80°C/10min][(h)0,3%0,0,4% et 0,5%
/70°C,80°C/15min],7)rincage final a température ambiante].
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En adhérant aux surfaces, les microorganismes constituent un probleme dans la
transformation des aliments. En effet, les surfaces du matériel utilisé pour la transformation
des aliments sont reconnues comme des sources de contamination et de recontamination
microbienne et si le nettoyage est insuffisant, les cellules restantes se développeront et

contamineront le produit (Hood et Zottola, 1995).

Les biofilms affectent également 1’efficacité des équipements : débit réduit par des
tubes encrassés, de la corrosion de l'acier inoxydable, et le transfert de chaleur est réduit. Les
bactéries adhérentes semblent moins sensibles aux opérations de nettoyage et de désinfection
par rapport aux bactéries en suspension (Gelinas et Goulet, 1983 ; Eginton et al., 1998 ;
Gilbert et al., 1998 ; Briandet et al., 1999 ; Norwood et Gilmour, 2000). Ces tolérances
élevées peuvent étre causées par la diffusion lente & travers les matrices de substances
polymériques extracellulaires. Les cellules persistantes, conduisent au développement de

phenotypes résistants (Spoering et al., 2001).

L'efficacité de nettoyage est liée a divers parametres tels que la rugosité de surface
(Jullien et al., 2003) ou la physico-chimie de I'équipement (Jullien et al., 2008), ainsi que les

conditions et procédures de nettoyage.

Bien que les propriétés physico-chimiques de la solution de nettoyage et de
désinfection et leur concentration jouent un role majeur (Eide et al., 2003), les forces
mécaniques, les durées et les températures de traitement jouent également un réle important
dans I’efficacité de ces agents chimiques contre les spores adhérentes (Faille et al., 1999;
Simoes et al., 2005).

Les traitements des supports contaminés suivant les 5 protocoles, ont permis des

diminutions de la population bactérienne viable quelle que soit la souche considérée.

A travers nos résultats : les réductions logarithmiques varient de 0,60 a 2,92 log pour
la souche Bc110 et de 0,39 a 2,98 pour la souche Bc89. Les réductions logarithmiques des
spores adherées apres traitement montrent que la plus faible activité sporocidale est celle

observée avec le protocole 2 comparativement aux autres protocoles.

La comparaison des 3 protocoles de nettoyage sans étape de désinfection montre que

le protocole 2 est moins efficace par apport au protocole 3 suivi par le protocole 1 pour la
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souche Bc110, pour la souche Bc89 les 2 protocoles 1 et 3 sont moins efficace que le
protocole 2.

Le remplacement du NaOH avec OBAGEN CL et HNO3; avec OBA DETART AC
n’pas trop augmenté 1’efficacité du nettoyage.

La comparaison des 2 protocoles de nettoyage avec étapes de désinfection montre que
les 2 protocoles ont le méme effet sur les deux souches.

Les résultats de réductions logarithmiques des deux souches montrent que il n’y pas de
différences entre la résistance d’une spore avec caractere hydrophobes par rapport a une spore
avec caractére hydrophile.

Pour les differents protocoles appliqués, I’observation des résultats montre que :

v" -Pour le protocole 2, la réduction logarithmique se multiplie approximativement par
3,5 entre la combinaison [nettoyage avec NaOH 2%/10 min/70°C/OBA DETART 0,8%/5 min
/60°C] et la combinaison [nettoyage avec NaOH 2%/10 min/70°C/OBA DETART 5% /15
min/80°C].

v’ -Pour le protocole 3, la réduction logarithmique se multiplie par 2,5 entre la
combinaison [nettoyage avec OBAGEN CL 0,05%/5 min/30°C/HNO; 0,5%/10 nettoyage
avec NaOH 2%/10 min/70°C/OBA DETART 5% /15 min/80°C min/70°C] et la combinaison
[nettoyage avec OBAGEN CL 0,1%/15 min/50°C/HNO3 0,5%/10 min/70°C].

v’ -Pour le protocole 4, la réduction logarithmique se multiplie par 1,5 entre la
combinaison [nettoyage avec NaOH 2%/5 min/70°C/OBA DETART AC 5%/15
min/80°C/OBASCAL BC 0,3%/5 min/70°C] et la combinaison [nettoyage avec NaOH 2%/5
min/70°C/OBA DETART AC 5%/15 min/80°C/OBASCAL BC 0,5%/15 min/80°C].

v' -Pour le rotocole 5, la réduction logarithmique se multiplie par (x1,5) entre la
combinaison [nettoyage avec OBAGEN CL 0,1%/15 min/50°C/HNO; 0,5%/10
min/70°C/OBASCAL BC 0,3%/5 min/70°C] et la combinaison [nettoyage avec OBAGEN
CL 0,1%/15 min/50°C/HNO3 0,5%/10 min/70°C/OBASCAL BC 0,5%/15 min/80°C].

v’ -I’ajout d’une étape de désinfection [OBASCAL BC 0,5%/15 min/80°C] pour la
derniere combinaison du protocole 2[nettoyage avec NaOH 2%/10 min/70°C/OBA DETART
5%/15 min/80°C] la réduction logarithmique se multiplie par (x1,5).

v ’ajout d’une étape de désinfection [OBASCAL BC 0,5%/15 min/80°C] pour la
derniére combinaison du protocole 3[nettoyage avec OBAGEN CL 0,5%/15 min/50°C/ HNO3
0,5%/10 min/70°C] les réductions logarithmiques n’ont pas trop changé.

v  D’aprés les valeurs des réductions logarithmiques 1’étape de désinfection n’a pas

augmenté d’une facon significative 1’effet de nettoyage.
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A effet égal, en raison du cout d’énergice et d’efficacité le protocole 2 est recommandé
parce qu’on utilise des concentrations et des températures faibles par apport aux autres
protocoles.

Aux différentes étapes nécessaires a la réalisation des dénombrements des spores. En
effet, ces dénombrements sont réalisés apres décrochage des spores des coupons d’acier
inoxydables sous 1’action des ultra-sons, agent pouvant dans certains cas améliorer I’efficacité
de molécules antimicrobiennes (Pitt et al., 1994). De plus, la multiplication du nombre
d’étapes intermédiaires (dilutions...) avant les ensemencements en gélose nutritive peut

augmenter la perte des micro-organismes viables cultivables.

L’amélioration de I’efficacité des produits détergents et désinfectants nécessite le
développement de méthodes tests permettant d’évaluer rapidement leur activité sporocide sur
des spores adhérentes aux surfaces inertes.

L'efficacité du nettoyage a également été liée a des propriétés de surface des bactéries.
Dans le cas de Bacillus cereus par exemple, des études macroscopiques (de quantification de
spores adhérentes) ont permis la détermination des réles joues par leur nature hydrophobe
(Tauveron et al., 2006), ainsi que celle de la présence d'appendices (Klavenes et al ., 2002)
et la taille des spores (Tauveron et al., 2006). Toutefois, des divergences existent toujours et

les mécanismes sous-jacents restent flous (Faille et al., 2013).

Les spores de Bacillus cereus ont une préoccupation dans l'industrie alimentaire en
tant que spores tres résistantes a la plupart des conditions rencontrées au cours de la
transformation des aliments (Faille et al., 2001) et dans le cadre de procédures de nettoyage et
de désinfection (Peng et al., 2002). Les spores de B. cereus sont souvent isolées a partir des
surfaces de I'équipement de l'usine alimentaire en raison de leur capacité a adhérer fermement
a une grande variété de matériaux rencontrés lors de la transformation des aliments (Faille et
al., 2002).

La clé d’efficacité de nettoyage et de la désinfection dans I’industrie alimentaire est la
compréhension de la nature des souillures (sucre, matiéres grasses, protéines, sels minéraux,
etc). Une procédure de nettoyage et de désinfection efficace consiste en une séquence de

rincage utilisant de I'eau de bonne qualité avec application de détergents et de désinfectants.

La désinfection est nécessaire dans les opérations des équipements alimentaires, ou les

surfaces humides offrent des conditions favorables a la croissance des microbes. L'efficacité
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de désinfectants est généralement déterminée dans des suspensions, qui ne reproduisent pas
les conditions de croissance sur les surfaces ou les agents sont nécessaires pour inactiver les
microbes (Wirtanen et Salo, 2003).

Dans l'industrie alimentaire, il y a une tendance a l'allongement des cycles de
production avec de courts intervalles pour le nettoyage et la désinfection. Les programmes de
nettoyage doivent étre effectuées en tant que codt-efficacité et de sécurité possible, ce qui
signifie aussi rarement que possible, dans les plus brefs délais, avec une faible concentration
chimique, de I'énergie et des codts du travail, produisant le moins de déchets possible et sans
dommages a I'équipement (Lelieveld, 1985; Holah, 1992). L’effet de I’action mécanique et
chimique, de la température et de temps de contact dans le régime de nettoyage doit étre
soigneusement choisi pour obtenir un effet de nettoyage adéquat (Czechowski et Banner,
1990; Mosteller et Bishop, 1993).

Les procédures de nettoyage impliquent l'utilisation de détergents, qui ne sont pas
congus comme des agents antimicrobiens, mais a éliminer les salissures alimentaires et
éliminer la contamination de surface, suivi par les applications de désinfectants qui réduisent

la viabilité des organismes restants (Walton et al., 2008)

Une procédure de nettoyage et de désinfection efficace consiste des applications dans
différentes combinaisons de température et de concentration (Frank et Koffi, 1990; Holah,
1992; Troller ,1993; Gould, 1994; Wirtanen, 1995).

La sélection des détergents et des désinfectants dans I'industrie alimentaire dépend de
I'efficacite, la sécurité et aptitude au ringage de I'agent ainsi que la ou il est corrosif ou affecte

les valeurs sensorielles des produits (Wirtanen et Salo, 2003).

L'hydroxyde de sodium (NaOH), qui est typiquement utilisé dans des concentrations
de 1 a 5 % pour des échangeurs de chaleur tubulaires et les surfaces tres sales et 1-2 % pour
l'usage général (Flint et al., 1997). C'est parce qu'il a été prouvé efficace pour dissoudre les
deux souillures protéiques et grasses, ainsi comme ayant des propriétés émulsifiantes. A
I'inverse, son efficacité dans I'élimination des bactéries adhérentes est tres controversé, a la
fois pour les biofilms (Bremer et al., 2006; Salustiano et al., 2010), ou les spores

bactériennes adhérentes (Sundberg et al., 2011).

Le rble principal de I'étape de lavage caustique est I'elimination des protéines et des
glucides (Chisti, 1999). L’augmentation de l'efficacité de I'étape caustique peut réduire la
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quantité d'acide nitrique nécessaire et la nécessité dutiliser un désinfectant. Pour améliorer
I'efficacité de nettoyage des mélanges caustiques et des additifs caustiques ont été développés
(contiennent des agents tensioactifs, des agents émulsifiants, agents chélatants). Le réle
principal de I'étape acide est d'enlever la matiere minérale aprés l'exposition au produit
chimique de nettoyage caustique. L'étape acide contribue également a I'élimination des traces
de produit alcalin sur les surfaces de 1’équipement, améliore le drainage et le séchage et
fournit des conditions bactériostatiques qui retardent la croissance de microorganismes
restants (Stewart et Seiberling, 1996). L'acide le plus couramment utilisé dans l'industrie
laitiere est l'acide nitrique et comme avec des produits chimiques caustiques, acides mélanges

ont été formulé qui peut contenir d'autres acides ou des agents tensioactifs.

De nombreux résultats sont disponibles sur la résistance des bactéries adhérentes au
CIP, qui dépend de la composition de I'agent de nettoyage (Bremer et al., 2006; Salustiano
et al., 2010).

Les systemes de nettoyage de l'industrie laitiere impliquent généralement I'utilisation
séquentielle de soude caustique (hydroxyde de sodium ) et de I'acide nitrique ,et des étapes de
lavage, les produits chimiques a l'origine choisis pour leur capacité a éliminer les salissures
organiques (protéines et graisses ) et inorganique ( phosphate de calcium et autres minéraux ),
dans certains cas, une étape de désinfectant est également appliquée (Chisti, 1999 ). Dans le
nettoyage des processus fermés, un pré-rincage a l'eau froide est effectué pour enlever la
saleté. Le traitement CIP est normalement effectué en utilisant des solutions de nettoyage a
chaud, mais la solution froide peut également étre utilisée dans le traitement des produits sans
gras (Czechowski et Banner, 1990; Brackett ,1992; Chisti et Moo-Young, 1994; Zottola et
Sasahara, 1994; Wirtanen et al ., 1997)..

Une étude a été menee par Peng et ces collaborateurs (2002) pour comparer la
sensibilité des cellules planctoniques, des cellules adhérentes et des cellules en biofilm de
Bacillus cereus a I'hypochlorite de sodium et SPARTEC, un composé d'ammonium
quaternaire (CAQ). I’élimination de B. cereus en biofilm par un nettoyage en place (NEP) par
I’utilisation 1,5% Spec - Tak 1000, un détergent alcalin ; 0,65% Dilac , un détergent acide et
1,5% Diverform Plus, une solution d'hypochlorite de sodium contenant du détergent alcalin
est également examiné . Les résultats montrent que les cellules de B. cereus dans un biofilm
sont plus résistantes a des désinfectants chimiques suivis par les cellules adhérentes suivies

par I’état planctonique. Lorsque les cellules de B. cereus étaient dans un état planctonique, 25
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ppm d'hypochlorite ou 100 ppm CAQ donne une réduction plus de 5,0 log UFC / ml dans les
15 s. Cependant, les mémes désinfectants utilises dans cette étude ont montré peu d'effet sur
les cellules dans un biofilm, méme lorsque le temps d'exposition a été étendu a 5 min. Les
désinfectants testés ont été moins efficaces contre les cellules en biofilm formé sur copeaux
d'acier inoxydable pré-souillées avec du lait que sur les lames d’acier inoxydable non
souillées. 1l a également été noté que Spec - Tak 1000 un traitement a 70 °C pendant 10
minutes et rincer a I'eau chaude dans la premiere étape de la procédure de CIP permet
d'éliminer efficacement les cellules de B.cereus en biofilm sur des surfaces d’acier

inoxydables pré-souillées avec du lait (Peng et al., 2002).

Les problémes causes par les constructions de I'équipement et des matériaux ne
peuvent pas étre éliminés avec CIP, parce que le traitement CIP n'a pas été congu pour
éliminer les biofilms (Czechoski et banner, 1990; Brackett. 1992; Chisti et Moo-Young,
1994; Zottola et Sasahara, 1994; Wirtanen et al., 1997).

En 2013 une étude été menée par Faille et ses collaborateurs pour évaluer comment les
conditions rencontrées pendant le nettoyage en place (NEP) influent sur les spores, et
comment les procédures affectent leurs propriétés de surface, leur viabilité et leur capacité a
contaminer les matériaux. Les spores provenant de cing souches de Bacillus cereus ont été
traitées avec du NaOH a haute température. Les résultats ont révélé que les températures
élevées (supérieures a 60°C) et les concentrations de NaOH (plus de 0,5 %) ont été
nécessaires pour réduire de maniére significative la viabilité des spores. Dans ces conditions,
des modifications ont également été clairement observées en microscopie a diverses structures
de spores (appendices, exosporium). Par conséquent, la capacité des spores viables a adhérer a
diminué pour la majorité des souches testées. Ensuite les spores en suspension dans NaOH
pourraient adhérer a des surfaces du pilote du CIP et que le niveau de contamination a été
controlé par modéele d’écoulement. Par conséquent, la ré-adhérence le long de la ligne de
traitement peut se produire au cours des procédures CIP et ce phénomeéne doit étre pris en
compte lors de la définition des stratégies de nettoyage il n'a pas été possible de lier de
maniere significative les différences observées concernant la résistance des spores au
cisaillement a leurs propriétés morphologiques ou physico-chimiques de surface (Faille et al.,
2013).

L'incorporation d'une étape de désinfectant dans le CIP ne semble pas améliorer

I'élimination du biofilm. Cette étude a montré que l'efficacité d'un CIP standard peut
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éventuellement étre renforcée par I'essai et l'utilisation de mélanges caustiques et acides. Il
existe de nombreuses implications de ces résultats, y compris : I’augmentation des régimes de
nettoyage permet 1’'amélioration de la qualité des produits, la performance de l'usine, et le

rendement économique (Philip et al., 2006). .

Selon Tauveron et ses collaborateurs(2006) l'utilisation de NaOH 1% a 75°C dans des
conditions dynamiques a induit le détachement de l'ordre de 99% des spores adhérentes et
suggeérent un réle principal de la taille des spores : les plus grandes spores sont les moins

résistantes au nettoyage (Tauveron et al., 2006).

Faille et ses collaborateurs, 2013 supposent que les différences dans les propriétés
physico-chimiques de spores ne sont pas suffisantes dans les espéces de B. cereus, mais
suffisantes entre des espéces de Bacillus (par exemple entre B. cereus et B. subtilis) pour

conduire a une résistance différente de nettoyage.

Faille et ces collaborateurs, 2013 émettent I'nypothese que NaOH modifierait la
surface des spores, soit en dissolvant les protéines ou la solubilisation des polysaccharides,
affectant ainsi l'interaction entre la spore et le substrat. Ces modifications de la surface

conduisent a l'affaiblissement de l'adherence des spores au substrat.

Des travaux ont montré la possible ré-adhérence des spores détachés pendant le CIP
(Le Gentil et al., 2010), et que les modifications de la surface de spores induites par les
conditions environnementales peuvent affecter leurs propriétés d'adhérence (Faille et al.,
2007) .

Selon Faille et ces collaborateurs (2010b) la température seule ne peut endommager
les spores de B. cereus. En effet, un traitement de 10 min a 85°C n'a pas réussi a affecter les
propriétés de surface ou de I'adhérence d’une spore B. cereus.

Un traitement avec la soude a 0,5% a 60°C a induit des appendices constamment
endommageés: des appendices minces n'étaient plus détectables et des appendices de 10 nm
sont devenus frisés. En augmentant la concentration de NaOH (2%) et la température (80°C)
les spores ont été endommageées : tous les appendices ont été perdus, et 1’exosporium parut

froissé mais pas perturbé (Faille et al., 2010b).
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NaOH chaude peut également modifier les propriétés physico-chimiques telles que
I'nydrophobie, qui joue un réle majeur dans l'adhésion des spores (Ronner et al., 1990;
Wiencek et al., 1991 ; Faille et al., 2002).

Les spores de Bacillus cereus adhérées représentent une partie significative de la
contamination de surface de I'équipement de traitement utilisé dans I'industrie laitiere. Comme
les spores germées perdent leurs capacités de résistance instantanément, une étape de
germination efficace avant un nettoyage dans le traitement pourrait augmenter l'effet de la
désinfection. Des spores de B. cereus ont été évaluées pour leur comportement de germination
lorsqu’elles sont adhérées a une surface en acier inoxydable. Un mélange de I- alanine et
Iinosine a initié la germination des spores adhérées de maniere efficace. Cette étape de
germination avant un nettoyage permet de réduire le nombre de survivants avec plus de 3 log,
tandis qu'un traitement alcalin seul , dans le cadre du nettoyage n'a pas montré d'effet sur la
viabilité des spores de B. cereus. Ces résultats montrent que la mise en ceuvre d'une étape de

germination augmente I'effet de desinfection et de nettoyage en place (Honstra et al., 2007).

Lequette et ses collaborateurs, (2010) ont utilisé sept protéases et polysaccharidases
pour éliminer les d'isolats des biofilms bactériens de 16 especes provenant de l'industrie
alimentaire. Les enzymes protéolytiques ont montré un effet de réduction plus élevé pour un

grand nombre d'especes bactériennes que les polysaccharidases.

Les protéases font partie de la composition des détergents commercialisées En outre,
les amylases sont largement utilisees dans la formulation des détergents enzymatiques,
principalement pour éliminer les résidus alimentaires des aliments riches en amidon La
protéase de Bacillus licheniformis a la capacité d’éliminer le biofilm formé par B. cereus et P.
aeruginosa (Morvay et al., 2011).

Lequette et ces collaborateurs. (2010), dans une étude sur I'élimination enzymatique
du biofilm formé par 25 especes bactériennes, y compris B. cereus et P. fluorescens, ont
trouvé que l'efficacité des enzymes dépend de I'espéce bactérienne: les protéases étaient plus
efficaces que les polysaccharidases contre le biofilm de Bacillus, tandis que les enzymes
dégradant les polysaccharides sont plus efficaces dans I'élimination des biofilms de P.
fluorescens. Cette différence peut étre due a des variations dans la composition des polymeres

extracellulaires dans le biofilm.
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I est, cependant difficile de trouver le mélange d’enzymes idéal qui soit efficace
contre tous les types de biofilms. Les formulations contenant plusieurs enzymes différentes

peuvent étre nécessaires pour réussir (Meyer, 2003).
Les causes probables d’inefficacité des procédés de nettoyage sont les suivantes:

a) la faible concentration des solutions alcalines, b) la solution alcaline sans I'addition
d'agents complexant ou des agents actifs caustiques, c) lI'absence de lavage a l'acide, et d) le

pH élevé de la solution de chlore.

L'industrie laitiere doit soigneusement évaluer son SSOP (Sanitation Standard
Operating Procedures), en se concentrant sur les étapes du pré-rincage avec de l'eau,
I'utilisation des détergents (alcalins et acides), le post-rincage avec de l'eau, et l'utilisation de
désinfectants. Le SSOP doit inclure les informations adéquates sur la concentration, I'heure et

la température des applications de nettoyage et de désinfection (Salustiano et al., 2010).

Pour lutter contre les biofilms a Bacillus, I'industrie laitiére doit mettre I'accent sur la
facon de mener des procédures de nettoyage et de désinfection, tel que le contréle du pH, les
concentrations de réactifs a utiliser, les températures et les temps d'exposition des solutions.
En outre, il est important d'établir un processus de suivi pour évaluer les mesures correctives

qui peuvent étre realisées si nécessaire (Salustiano et al., 2010).

Bien que facile a mettre en ceuvre et permettant d’avoir une reproductibilité des
résultats, ce protocole repose sur 1’utilisation de méthodes classiques de microbiologie lourdes
et ayant des délais de réponse plus ou moins longs. Nous avons donc cherché dans la suite de
I’é¢tude a optimiser ce protocole, notamment dans le caracteére in situ ainsi que dans les délais

d’attente des résultats.
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La production d’aliments sains destinés a la consommation humaine est un enjeu
majeur pour les industriels. Cette production fait appel a des processus plus ou moins
complexes : collecte des matieres premieres, processing, distribution, stockage, vente au
détail, etc. Chaque étape de ce processus est capitale et doit étre maitrisée afin d’éviter toute
forme de contamination. Dans ce contexte, la contamination microbienne des surfaces reste
un probléme d’actualité dans de nombreux secteurs d’industries agro-alimentaires. Pour
réduire ou éliminer les germes pathogenes ou d’altération, des actions correctives basées sur
le bonnes pratiques de nettoyage qui doivent assurer 1’élimination des souillures micro et
macroscopiques des surfaces. L’utilisation d’agents antimicrobiens est réguliérement
pratiquée avec plus ou moins d’efficacité.

Le nettoyage des surfaces peut s’avérer complexe. 1l dépend de plusieurs paramétres
liés a la conception des équipements, au produit alimentaire traité et a la nature des
contaminations qui régissent notamment le comportement des microorganismes au contact
des surfaces. Le contrdle et la validation des procédés de nettoyage et désinfection (nature et
concentration du détergent, duree de contact, températures, action mécanique) ont donc une
importance capitale.

Dans le cadre de cette thése les résultats obtenus montrent que la caractérisation
physicochimique par la méthode MATS et par la mesure du potentiel zéta des spores de
Bacillus cereus a révélé la présence des spores avec des caractéres d’affinité au solvant tres
différent. Certaines sont tres hydrophile, d’autres moyennement hydrophile et d’autres encore
moyennement hydrophobes. Les spores ont été trouvées chargées négativement a pH 7.

D’autre part, 1’observation des spores au microscope électronique a transmission et la
détermination du nombre et de la longueur des appendices ainsi que la surface de la spore et
de I’éxosporium par le logiciel Image J montrent que I’adhésion des spores est affectée par la
présence d’un exosporium, par le nombre et la taille des appendices. La surface de la spore et
de I’exosporium influent également sur 1’adhésion des spores étudiées

L’étude de I’effet de cinq protocoles de nettoyage et désinfection sur les deux spores
de Bacillus cereus étudiées adhérées a I’acier inoxydable (une spore hydrophobe et I’autre
hydrophile) a montré I’influence marquée de la température et du temps de contact.
L’augmentation de la concentration de 1’agent chimique n’entraine qu’un léger effet. Une

variante du protocole 2 (Pré-ringage a température ambiante. Application de NaOH a 2% 10min/70°C,
Ringage intermédiaire. Application produit commercial : 0,8%, 2% et 5% / 5,10 et 15 min / 60, 70 et 80°C.

Ringage final : eau a température ambiante) peut étre recommandée: en utilisant des concentrations
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et des températures faibles par rapport aux autres protocoles, 1’action sur les spores reste la
méme. Par ailleurs et d’apres les valeurs des réductions logarithmiques, il a été observé que
1’étape de désinfection n’a pas augmenté de fagon significative I’effet du nettoyage.

Pour étre accompli, ce travail mérite d’étre poursuivi par une identification des
souches par les techniques de biologie moléculaires telles que : PanC, M13 RAPD, REP PCR
et PFGE, et la validation des résultats sur une plate-forme pilote en conditions dynamiques.

Afin de minimiser I’impact sur I’environnement, il serait intéressant d’explorer des
techniques alternatives permettant de limiter les quantités des détergents utilisés, et de
proposer des détergents moins polluants. Le couplage avec des techniques physiques serait

également une voie a prospecter.
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Annexe 01 :

Annexe 01 : Préparation des milieux de cultures utilisés et de quelques réactifs

Milieux, gélosés
LC =] (oI U £ (SRS
T 0] (0] o PP 15
EXIrait de VIANGAE ..c.veieiiieie ettt et e s te e te e e raenteeneeas 10g
EXEFAIT 08 TBVUIE ... bbbt nne s 029
ChIorure de SOIUM ......ooiiiiccece et e et et esre e te s e e saaeneas 059
N - USROS PRP PP TROPRTRN 20g
BaU AISTIIER ...t 1000ml
pH =6,8-7,4

Luria —Bertani agar

Peptone 10 g
Extrait de levure 50
Chlorure de sodium 50
Agar 209
Eau distillee 1000 ml
MIlIEU MOSSEI 08 DASE ....oveeiieiieie ettt bbb
EXEFAIT 08 VIANTE ...t bbbttt bbb nne s 01g
T 0] (0] PRSPPSO 10g
[V = T (o OSSR 10g
ChIOrure de SOOTUM ... 10g
ROUGE PRENOL.......eeoeeee et et e s reeae e nns 0.025¢
AAGAD et 159
BAU QISHIIEE ... ettt 1000ml

pH =7,2-/+0.2



Annexes

Emulsion de jaune d’ceuf

Dans un flacon stérile, récupérez le jaune d’ceuf- aprés avoir flambée la coquille avec de
I’alcool pendant 30 secondes- ensuite ajoutez 4 fois le volume en eau distillée stérile
,mélangez rigoureusement puis mettre le mélange a I’é¢tuve pendant 2 heures a 30°C ensuite
au réfrigérateur pendant 24 heure.

Le milieu Mossel au Jaune d’Uf .........cccoiiiiiiiiii e
MiIlIEU MOSSEI 08 DASE ....ooveeeeeiiiiesie et 90 ml
Emulsion de jJaune d UL ........c.oouiiiiiiiiii e 10ml
GEIOSE VIANUB-TOIE ....eivieiecii ittt ettt st b e na e e e e aeseesreane e
EXIait A& VIANAE ....eieeeeiie e ettt bttt et nrs 10 g
T 0] (0] o TP OP ST PPR 209
EXEFAIT 08 TEVUIE ...ttt 109
L€ (0o 01O PROPRSOR 059
N -1 PP RPOPRP PP 15¢
BAU QISHIIEE ...ttt st e e e eraenes 1000 ml
pH=7,6
GEIOSE @ 12 CASBINE ..ottt et et e st e et esne e s teeseeeseesteenteeneesreeteaneens
(OF: 17T 1SRRI 059
N -1 PP OPRPR PSPPI 01,59
BEAU QISHIIEE ...ttt b et reene e e et e e e 100ml
(C1=] (oI W= o T o [0 SRR
GEIOSE NUETTTIVE ..ttt bbbt e e bbb ne e 100ml
N 11T (o] T TSP U PP 01g
LCTe (o1 - TU I Lo ST
(OF 1711 1TSS PP 05g
N -1 PP OPRPROPRTPR 01,59
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Milieus figuides

BOUITON NUEFITIT ... bbbttt ae bbbt
PEPIONE .. 15049
EXIrAIT 08 IEVUIE ..eeieiie ettt et e e et e e ae e nreeanes 30¢9
ChIOorure de SOUIUM ......ooiieccecce ettt e s e e steesaesreenreeneens 6,00
(=) ZIUCOSE. ..t ettt 1,0g
BAU QISTIIEE ... bbb 1000ml
pH=7,2+0,2
BOUITTION NITFALE ..ottt bbbt e st st st beere e e eneenee e
Nitrate de SOTIUM NANO3 ....oovveiiiieeee ettt et tesneesneeaeeneenres 109
INfUSION COBUT CEIVEIIE ...vviiiiiiiiiiii it naee e 25¢
BAU QISLHIBE ... neenes 1000ml
pH =7,2

Bouillon TSE (tryptone SEI BAU)......cceitiiiiiieiiiieie et
LI/ 10 L= SR TR 19
(081 [0 40 €30 [T o | 1] o o SRS 850
BAU QISTIIEE ...ttt ne et e 1000ml
Bouillon TSB

50 0110 ) 17,0 g.

Peptone papainique de SOJa .....o.uiiiiiiti i e 3,0 g

(2L 1o 0T PP 2,5g.

SIS DIHAITES ..o uetinttet ettt e e 1,5g.
Chlorure de SOAIUM .....ouii e e e e ee e 5,0g.
Phosphate dipotasSiqUeE ........couuiiiiiiii e 4,0g.
NOVODIOCITIE ...ttt ettt et et et e et e e e e et et e e e e e et e eae e aeeeneans 0,020g.

BAU QISTIIEE .. ettt eneas 1000 ml

pH=7,4+0,2.
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Les réactifs
Réactif A : Solution d'acide SUlfaniliQUe ...........cccoceriiiiiii e
ACIAE SUITANTHIGUE ..ottt be e reenre e e e 80
ACIHE ACELIAUE BN ..ottt 1000ml
Conserver le réactif A a température ambiante pendant 3 mois, dans l'obscurité........................
Réactif B : Solution a-naphtylaming ..o
N, N-diméthyl-1-naphtylamine ... 69
o [0 Lo Tt=] o U= N OSSR 1000ml

Reéactif B Conserver entre 2 et 8 ° C pendant 3 mois, dans I'obscurité
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Annexe 02 :

Principe

La galerie APlI 20 E comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés. Les
microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les tests. Les
réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages colorés
spontanés ou révélés par l'addition de réactifs.

La lecture de ces réactions se fait a l'aide du Tableau de Lecture et I'identification est obtenue

a l'aide du Catalogue Analytique ou d'un logiciel d'identification.

Composition de la galerie
La composition de la galerie API 20 E est reportée dans le Tableau de Lecture.
Réactifs et matériel

- API NaCl 0,85 % Medium, 5 ml (Réf. 20 230) ou API Suspension Medium, 5 ml (Réf. 20
150)

- API 20 E coffret de réactifs (Réf. 20 120) ou reactifs individuels : TDA (Réf. 70 402)
JAMES (Réf. 70 542) ; VP 1 + VP 2 (Réf. 70 422) ; NIT 1 + NIT 2 (Réf. 70 442)
- Réactif Zn (Réf. 70 380) ; - Oxydase (Réf. 55 635) ; - Huile de paraffine (Réf. 70 100)

- Catalogue Analytique API 20 E (Réf. 20 190) ou logiciel d'identification apiweb TM (Réf.
40 011)

Tableau des Caracteres de la Galerie API120E

Caractére Substrat Enzyme PrOdUJt(S) indicateur R_eact[f(s) HEEIE Leiine
formé(s) ajouté(s) + =
ONPG ONPG ONPG-hyd_roIase ONP (jaune) Jaune Incolore (1)
B-galactosidase galactose
Arginine Ornithine Rouge - Jaune
ADH Arginine Dihydrolase NH3 RP orar? e 2)
(ADH) CO, 9
Lysine -
. . Cadavérine Rouge - Jaune
LDC Lysine Décarboxylase RP
(LDC) CO» orange 2
Ornithine L
oDC Ornithine Décarboxylase Putgegcme RP I?)?;Jr(_]:;ee- Jaz;)n €
(ODC) 2 9
. CO» Vert
CIT Citrate H,0 BBT Bleu 3)
2- (Thiosulfate 2- . Incolore
H>S S,03 Réductase) S7 (H2S) Fer Il Noir (jaune pale)
URE Urée Uréase NH,” RP Rouge Jaune
(HCO3) 9
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Tryptophane Acide indole . -
TDA Tryptophane Désaminase pyruvique TDA(,/:"ET:“)Gd'at Msrr:l?ln ]aune
(TDA) NH3
Indole . 4
. James / immédiat Incolore
IND Tryptophane Tryptophanase A. pyﬂm\;lque ou Kovacs / 2min Rouge Jaune
VP Pyruvate Acétoine VP (KOH) + VP.2 Rouge Incolore
(a-naphtol) / 10min (5)
Incolore
GEL Gélatine Gélatinase Acides Aminés Noir (+particules
intactes)
Bleu ou
GLU Glucose Acides BBT Jaune bleu-vert
4)
Man, Ino, Sor, Bleu ou
(iﬂiiﬁs) Rha, Sac, Mel, Acides BBT Jaune bleu vert
' Amy, Ara 4
) NOs Nitrate NO; Nit1 + Nit2 / 2min Rouge Incolore
ORI (cupule GLU) |Réductase | T )
N2 (Zinc) Incolore Rouge
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Annexe 03 :

OBA DETARTE AC
Détergent détartrant acide

Description :
OBA DETART AC est un détergent détartrant liquide peu moussant a base d’acide

phosphorique, destiné & un grand nombre d’applications dans les industries agroalimentaires.

Propriétés principales :

- OBA DETART AC est peu moussant et compatible pour le lavage en NEP et par aspersion.
- OBA DETART AC est fortement acide et efficace pour éliminer les souillures minérales.

- OBA DETART AC est un détergent liquide qui peut étre dosé et contr6lé automatiquement

par conductimétrie.

Avantages :

- Tres actif pour I’élimination de la plupart des dépots minéraux, en particulier le carbonate de
calcium et le phosphate de calcium, il améliore I’efficacité du nettoyage.

- Ses propriétés antimoussantes permettent son utilisation sous hautes pressions et fortes
turbulences, augmentant les performances de nettoyage.

- Adapté a un dosage automatique et un contrble conductimétrique, pour une distribution

uniforme du produit.

Mode d’emploi :

- Utiliser OBA DETART AC a des concentrations comprises entre 1 et 6% p/p (0,8 & 5%
v/v) et a température allant de 20 a 120°C, en fonction du type d’applications, de la quantité et
de la nature du tartre.

- OBA DETART AC doit étre rincé complétement apres utilisation afin d’éliminer tout

résidu des surfaces au contact des denrées alimentaires.

Données techniques :

- Aspect Liquide clair incolore
- Densiteé relative 4 20°C 1,18
- pH a 1% (solution & 20°C) 2

- Demande Chimigue en Oxygene (DCO) 59 02/Kg
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- Teneur en Azote (N) 0
- Teneur en Phosphore (P) 88 g/Kg
- OBA DETART AC (% p/p) Conductivité spécifique a 25°C (mS/cm)
ol 4,5
02 7,0
03 9,5
04 11,6
05 13,3

Les données ci-dessus sont les caractéristiques d’une production moyenne et ne doivent pas

étre prises comme spécifications.
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OBAGEN CL

Détergent liquide chloré pour circuits et matériels dans les industries alimentaires.

Propriétés physico-chimiques :
- Aspect Liquide jaune vert odeur d’hypochlorite
- Masse volumique a 20°C 1170 Kg/m

-pHa 1% 12,2
- DCO 12 g O,/Kg
- Teneur en Azote (N) 0

- Teneur en Phosphore (P) 0

- Miscible a I’eau en toutes proportions.

- Bonne stabilité dans les conditions normales de stockage.

- Point de gel :-12°C environ.

- Teneur en chlore actif : 5% minimum & la fabrication.

- Fortes propriétés inhibitrices d’entartrage.

Applications :

- Nettoyage/Sanitation des surfaces, des circuits, des cuves en industrie de la viande, des
boissons, du lait.

Conditions d’utilisation :
- En Nettoyage/Sanitation :
o Concentration : de 5 a 30ml/L
0 Temps de contact : de 5mn a quelques dizaines de minutes suivant concentration,
température et état d’encrassement des surfaces a traiter.
0 Température : inférieure a 60°C
- En Sanitation :
o Concentration : de 2 a 7ml/L pour action bactéricide et jusqu’a 30ml/L pour action
fongicide.
0 Temps de contact : de quelques minutes a quelques dizaines de minutes.
0 Température : inférieure a 60°C et selon temps de contact et concentration.
- Rincer aprés emploi.

Compatibilité avec les matériaux :
OO Employer avec précaution (sous surveillance) sur alliages cuivreux, bronzes, aciers,

aluminium.

[J[0Non corrosif sur I’acier inox aux préconisations d’emploi :
02 35°C jusqu’a 30ml/L
0a55°Cjusqu’a 10ml/L
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Meéthode de dosage :

- Sur une prise d’essai de 10ml de solution d’OBAGEN CL a titrer, ajout de 2ml de
thiosulfate de sodium 0,1N, puis 3 gouttes de phénolphtaléine.

- Titrer par HCI 0,1N jusqu’au virage.

- Concentration en OBAGEN CL (en g/L) =V HCI 0,1N x 6,9

Propriétés désinfectantes :

- Bactéricide a 0,1% selon T72301 en 5mn a 20°C en eau dure a 30°F.

- Efficace sur Listeria monocytogenes a 0,1% selon NFT 72151.

- Efficace sur Salmonella typhi a 0,05% selon NFT 72151.

- Activité levuricide vis-a-vis de Saccharomyces cerevisiae, S. bailli, Turolopsis dattila a
0,2% selon NFT 72200 (10mn a 20°C).

- Efficace sur Candida parapsilosis a 2,5% en 5mn a 20°C en eau dure a 25°F.

Activité fongicide a 3% selon NFT 72200 (15mn a 20°C)

Activité virucide a 0,75% vis-a-vis des bactériophages.
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OBASTERIL BC

Désinfectant acide pour les circuits en industries agroalimentaires

DESCRIPTION
OBASTERIL BC est un désinfectant congcu spécialement pour une utilisation couplée avec la
phase acide dans un systeme de nettoyage en place (C.1.P) entrainant ainsi des économies de

temps et d’eau de ringage.

OBASTERIL BC est un désinfectant puissant a base d’un composé du biguanide utilisable a
faible dose, remarquablement efficace pour la désinfection de tout matériel, circuit et surface

en industrie laitiere, fromagerie, beurrerie ...etc

CARACTERISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES

- Aspect : liquide incolore

- Densité : 1,006 £ 0,005

- pH du produit pur a 20°C : 3,3+ 0,5

- Aisément miscible a I’eau

- Non moussant, il peut étre utilisé a chaud jusqu’a une température de 80°C

- Facilement ringable

- Bonne stabilité dans les conditions normale de stockage

- OBASTERIL BC s’utilise en solution dans 1’eau ou en mélange avec un détartrant acide
EFFICACITE BACTERIOLOGIQUE

A une concentration de 0,1 a 0,5%,

OBASTERIL BC est efficace sur les souches suivantes :

Bactéries gram+ et gram — tels que :

Staphylococcus Aureus ; Escherichia Coli ; Pseudomonas Aéruginosa,Sarcina luteae
Moisissures tel que :

Penicillium ; Aspergillus sp

Levures tels que

Candida tropicolis ; Candida albicans

APPLICATIONS

OBASTERIL BC s’utilise en solution aqueuse par pulvérisation, trempage, circulation

Il peut étre utilisé de deux manieres différentes :
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En désinfection

Selon les sequences suivantes

1 - Nettoyage alcalin / acide

2 - Ringage a I’eau

3 — Désinfection avec OBASTERIL BC

4 — Ringage final a I’eau potable

En désinfection couplée avec nettoyage acide :

Dans ce cas, aprés le ringcage de la séquence basique, OBASTERIL BC peut étre associé a la
séquence acide en suivant le mode opératoire suivant :

1 - Charger I’eau froide dans la cuve de lancement

2 - Mettre I’agitation en route

3 — Charger le détartrant acide

4 — Ajouter OBASTERIL BC

5 — Laisser sous agitation un certain temps pour obtenir un mélange homogéne (Appliquer
impérativement cet ordre pour éviter de provoquer des projections d’acide)
PARAMETRES D’UTILISATION

- Concentration :

- 3 a5 g/l en désinfection

-1 a 3 g/l en désinfection couplée avec nettoyage acide

- Température : jusqu’a 80°C

- Temps de contact : 5 a 15 minutes
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Annexe 04

S1 MP1 + + + + + + + A + - - + + - - Bacillus
cereus

S3 MP2 + + + + + + + A + - + + + + + Bacillus
cereus

S9 MP4 + + + + + + - A - - - + + - + Bacillus

cereus
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S11 MP3 ++ + + + + - + A +++ - - + + - + Bacillus
cereus
S13 MP2 ++ + + + ++ + + A +++ - - + + - - Bacillus
cereus
S15 MP4 ++ + + + +++  + + A +++ - - + * - - Bacillus
cereus
S17 MP2 =+ o+ + + + + - A - - - + + - - Bacillus
cereus

S19 MP2 ++ 4 + + + + - A+ - - + + - + Bacillus

cereus
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Bacillus
cereus

S37 MP3 ++ o+ + * + + + A - - + + - + Bacillus
cereus

S39 MP2 + + + + + + - A + - - + + - + Bacillus
cereus

S41 MP2 ++ + + - + + - A + - - + + - + Bacillus
cereus

543 MP2 - + - - + -+ A - +
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845 MP4 + + + + +HH o+ + A + - - + + - + Bacillus
cereus
S47 MP1 + + +H+ o+ +HH 4 - A + - - + + - + Bacillus
cereus
S49 MP2 + + + + + + - A - - - + + - + Bacillus
cereus

S53 MP1 + + ++ + + + - A + - - + + - + Bacillus
cereus

S55 MP2 + + + + - + - A + - - + + - + Bacillus
cereus

S57 MP2 + + ++ + ++ - + A + - - + + - - Bacillus
cereus

S59 MP1 + + + + +++ 4+ - A + - - + + - + Bacillus
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cereus
S61 MP3 + + ++ o+ ++ o+ - A+ - - + + - + Bacillus
cereus

Bacillus
cereus

S67 MP2 + + + + + + - A + - - + + - + Bacillus
cereus

s71 MP2 + + + + +H o+ + A+ - - + + - + Bacillus

cereus
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S75 MP1 ++ + + + + + + A +++ - - + + - + Bacillus
cereus

S77 MP1 + + - - + + - A + + + + + - + Bacillus
cereus

S81 MP3 + + + + +++ 4 - A ++ - - + + - + Bacillus
cereus
S83 MP1 +++ + + + +++ o+ - A + - - + + - + Bacillus
cereus
S85 MP3 +++ + + + + + + A ++ - - + + - - Bacillus
cereus
S87 MP4 +++ 4+ + + + + + A ++ - + + + + + Bacillus

cereus
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S89 MP1 + + + + + + + A + - - + + Bacillus
cereus
S91 MP4 + + + - + + + A + - - + + - - Bacillus
cereus
S93 MP1 + + + + + - + A + - + + + - + Bacillus
cereus
S95 MP3 + + + - + + + A + - - + + - - Bacillus
cereus
S97 MP2 + + + ++ o+ + + A + - - + + - + Bacillus
cereus

S99 MP2 + + +++ 4 + + - A + - + + + + + Bacillus

cereus
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S101 MP1 + + + + + + - A - - - + + - - Bacillus
cereus
S103 MP3 + + + + + + + A + - - + + - + Bacillus
cereus
S105 MP3 + + + + + - + A + - + + + - + Bacillus
cereus
S107 MP2 + + + - + + + A + - + + + + + Bacillus
cereus
S109 MP1 + + ++ + + + + A + - - + + - + Bacillus
cereus
S111 MP4 + + +++  * + - + A + - + + + - + Bacillus
cereus
S113 MP2 + + + + + + + A + - - + + - + Bacillus

cereus
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S115 MP4 + + + - + + + A + - - + + Bacillus
cereus
S117 MP1 + + + + + + - A + - - + + - + Bacillus
cereus
S119 MP3 + + + + + + - A + - + + + - + Bacillus
cereus
S121 MP4 + + + * + + - A + - - + -+ - - Bacillus
cereus
S123 MP1 + + + ++ + + + A + - + + + - + Bacillus
cereus

S125 MP4 + + + + Bacillus

I+
+
+
+
>
+

.

.
+
+

.

cereus
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S127 MP3 + + + + + + + A + - - + + - - Bacillus
cereus
S129 MP2 + + + + + + + A + - - + + - + Bacillus
cereus
S131 MP4 + + ++ - + + + A + - - + + - - Bacillus
cereus
S133 MP1 + + + + + + + A + - + + + - + Bacillus
cereus
S135 MP4 + + + +++  + + + A + - - + + - - Bacillus
cereus
S137 MP1 + + + - + + + A + - + + + - + Bacillus
cereus
S139 MP1 + + + + + + + A + - - + + - + Bacillus

cereus
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S141 MP2 + + + ++ o+ - - A + - - + + Bacillus
cereus
S143 MP3 + + * - + + - A ++ - - + + - + Bacillus
cereus
S145 MP2 + + + + + + - A + - + + + + + Bacillus
cereus
S147 MP3 + + +H+ - + - - A + - - + + - - Bacillus
cereus
S149 MP2 + + + + + + + A + - + + + - + Bacillus
cereus

S151 MP1 + + + + + + + A + - - + + - - Bacillus

cereus
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S$153 MP3 + + + + + - - A + - + + + - + Bacillus
cereus

S154 MP3 aF i + i aF + i A + - - + + - - Bacillus
cereus

5155 MP3 + + + + + + + A + - - + + - - Bacillus
cereus

(1) ; lecithinase, (2) : Hémolysine, (3) amylase, (4) : caséinase, (5) : catalase, (6) :0xydase,(7) :réduction de nitrate en nitrite,(8) :type respiratoire,(9) : mobilité,(10) :non

fermentation du mannitol,(11) :ADH,(12) :GEL,(13) :GLU,(14) : SAC,(15) :AMY,(A) : aérobie.
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Résumé

Bacillus cereus est une bactérie sporulée reconnue pour présenter un risque sanitaire. Cette bactérie a la capacité
d’adhérer et de former des biofilms sur les surfaces des équipements agroalimentaires. Sa résistance aux environnements chimiques
et thermiques défavorables (détergents, traitement de pasteurisation, stérilisation) est aussi établie.

Dans le cadre de cette these, nous avons dans une premiere partie effectué des prélévements a partir de différents sites
d’une chaine de production de lait pasteurisé d’une usine laitiére afin d’en isoler des spores de Bacillus cereus. 155 isolats ont été
obtenus parmi lesquels, 126 se sont révélés appartenant au groupe Bacillus cereus.

Dans une deuxiéme partie, la caractérisation par la méthode MATS et par la mesure du potentiel zéta des spores de
Bacillus cereus a montré que sur 14 spores testées, 11spores se sont révélées hydrophiles et 3 hydrophobes. Par ailleurs, les spores ont
été trouvées chargées négativement a pH 7. L’observation des spores au microscope électronique a transmission et la détermination
du nombre et de la longueur des appendices ainsi que la surface de la spore et de ’éxosporium par le logiciel Image J montrent que
I’adhésion des spores est affectée par la présence d’un exosporium, par la présence et par la longueur des appendices. La surface de
la spore et de ’exosporium influent également sur I’adhésion des spores étudiées.

Dans la troisiéme et derniére partie, I’étude de I’effet de cinq protocoles de nettoyage et désinfection sur deux spores de
Bacillus cereus adhérées a I’acier inoxydable (une spore hydrophobe et ’autre hydrophile) a montré I’influence marquée de la
température et du temps de contact. L’augmentation de la concentration de ’agent chimique n’entraine qu’un léger effet. Une
variante du protocole 2 (Pré-ringage a température ambiante. Application de NaOH a 2% 10min/70°C, Ringage intermédiaire.
Application produit commercial : 0,8%, 2% et 5% / 5,10 et 15 min / 60, 70 et 80°C. Ringage final : eau a température ambiante) est
recommandée: en utilisant des concentrations et des températures faibles par rapport aux autres protocoles, I’action est la méme.
Par ailleurs et d’aprés les valeurs des réductions logarithmiques, il a été observé que I’étape de désinfection n’a pas augmenté de
fagon significative ’effet du nettoyage.

Mots clés : Bacillus cereus, hydrophobicité et charge electrique nettoyage et désinfection thermochimique.

Abstract:

Bacillus cereus is a spore-forming bacterium known to present a health risk. This bacterium has the ability to adhere and
form biofilms on the surfaces of food equipment. Its resistance to unfavorable chemical and thermal environments (detergents,
pasteurization and sterilization) is also established.

As part of this thesis, we have in the first part taken samples from different sites of pasteurized milk production line of a
dairy plant in order to isolate Bacillus cereus spores. 155 isolates were obtained among them, 126 were found to belong to the
Bacillus cereus group.

In a second part, the characterization by the MATS method and by measuring the zeta potential of the Bacillus cereus
spores showed that 14 spores tested, 11spores proved hydrophilic and 3 hydrophobic. Furthermore, the spores were found negatively
charged at pH 7. The observation of spores by transmission electron microscopy and the determination of the number and length of
appendages as well as the surface of spore and exosporium by Image J software show that the adhesion of the spores is affected by
the presence of a exosporium, by the presence and by the length of the appendages. The surface of the spore and exosporium also
influence the adhesion of spores studied.

In the third part, the study of the effect of five cleaning and disinfection protocols on two Bacillus cereus spores adhered to
stainless steel (hydrophobic and the other hydrophilic spore) showed the strong influence of the temperature and time of contact.
Increasing the concentration of the chemical agent causes only a slight effect. A protocol 2 (Pre-rinsing: at room temperature NaOH.
Application: 2% 10 min/ 70 ° C, intermediate rinsing .Application commercial product: 0.8%, 2% and 5% / 5,10 and 15 min/ 60, 70
and 80 ° C. Final rinsing: water at room temperature) is recommended. Using low concentrations and low temperatures compared to
other protocols, the effect on adhered spores is the same. Furthermore and according to the log reduction values, it has been
observed that the disinfection step did not increase significantly the effect of cleaning.

Keywords: Bacillus cereus, hydrophobicity and electrical charge, thermo-chemical cleaning and disinfection.



