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in the world, and especially since the in-
dustrial downstream processes have the
highest environmental impact in various
food production sectors [1]. The present pa-
per shows the consequences of compromi-
sing cold chain integrity, using as a model
a liquid pasteurized and refrigerated food,
rich in nutrients, and which storage tem-
perature should not exceed 4°C. Particular
attention is paid to toxigenic and enzyma-
tic activities of cold-adapted heat-resistant

durable des systémes alimentaires dans le monde.
Et ce, d'autant plus que l'aval a le plus fort impact
environnemental dans les filieres de production
[1]. Létude menée ici illustre le risque d’altération
engendré par une rupture de la chaine du froid, en
prenant comme modéle un aliment lihuide pasteu-
s risé et réfrigéré, riche en nutriments et dont la tem-
pérature de conservation ne doit pas dépasser 4°C.
Une attention particuliére est portée aux activités
toxinogénes et enzymatiques de bactéries thermo-
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Laltération des aliments

On entend par altération toute modi-
fication sensorielle, dun point de vue
olfactif, visuel ou gustatif qui rend
l'aliment impropre & la consomma-
tion. Laltération est un processus
complexe au cours duquel sont mis
en jeu des phénomenes physiques,
chimiques, biochimiques et/ou biolo-
giques, quand des microorganismes
en sont a lorigine. Les microorga-

ne constituent pas un groupe taxo-
nomique a part entiere. Il peut s'agir
de bactéries, de moisissures ou de
levures. La nature de la flore asso-
ciée a l'altération dépend en effet de
la nature et de lorigine de la micro-
flore de laliment (sols, eaux, vege-
taux, air, poussiere, nuisibles, flore du
tractus intestinal pour les denrées
animales, etc), de ses propriétés in-
trinséques (composition, pH, activité
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et de réfrigeration. nismes responsables daltérations  de l'eau (a ), potentiel rédox, etc) et

du procédé de transformation et de
stabilisation qu'a subi cet aliment
(traitement thermique, acidification,
séchage, addition de conservateurs,
stockage au froid ou sous atmos-
phére modifiée, etc, ou une combi-
naison dun ou de plusieurs de ces
traitements). Laltération de L'aliment
peut se manifester par Llapparition
de colonies visibles a lceil nu, en
particulier dans le cas d'une conta- »
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mination par des moisissures, la
production de gaz, 'apparition d'une
couche gluante en surface de [ali-
ment, dune pigmentation, dune dé-
coloration et/ou des modifications
de la texture et/ou de Uodeur due au
metabolisme microbien, dont la pro-
duction d'enzymes hydrolytiques.

Face & cette variété deffets, on note
une grande diversité dans la nature
des molécules produites dans un
aliment en cours d'altération. IL peut
s'agir de composés plus ou moins
volatils, tels que : alcools, COmposeés
soufrés, cétones, acides organiques,
pigments, amines, esters, etc. En

général, les aliments affectés par
laltération microbienne ont pour
caractéristiques d'offrir aux microor-
ganismes les conditions optimales
pour leur croissance, et particuliére-
ment en raison de leur richesse en
élements nutritifs (sources d'azote
et de carbone en premier lieu), de
leur teneur en eau libre et de la
neutralité de leur pH. Les aliments
concernés peuvent étre dlorigine
variée, mais il s'agit principalement
de produits frais riches en protéines
(viandes, poissons, produits Laitiers),
de légumes et de fruits. Ces derniers
sont plutdét concernés par laltéra-
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tion par des levures et des moisis-
sures, la croissance bactérienne y
étant plus ou moins contrélée par
leur faible pH.

Le contréle des phénomenes d'alté-
ration passe par la recherche pre-
coce (i) des,microorganismes mis en
jeu (méthodes microbiologiques ou
moleculaires), (i) dindicateurs de la
présence de ces microorganismes
(méthodes chimiques, physiques ou
physico-chimiques) et/ou par des
évaluations sensorielles (modifica-
tions de la couleur, de la texture, de
Lodeur, de la saveur, et/ou de l'as-
pect géneérall. Ces mémes critéres
peuvent étre utilisés pour prédire la
durée de vie de l'aliment ou pour en
apprécier la qualité. La recherche du
ou des microorganismes est labo-
rieuse et coliteuse et ne donne pas
dinformations sur la capacité de
la ou des souchels) incriminge(s) a
exprimer des propriétés altérantes.
Il nous semble aujourd'hui plus per-
tinent, surtout en ce qui concerne le
risque daltération, non pas de cibler
la flore elle-méme mais plutét les
activites altérantes qui peuvent, d'ail-
leurs, étre le résultat de l'expression
dune flore mixte, potentiellement
composee d'un mélange d'espéces.
Nous avons donc souhaité inves-
tiguer le champ des expressions
enzymatiques dans l'environnement
du froid industriel pour envisager
leur application & des contréles per-
tinents dans les secteurs industriels
concernes par des problémes d'alté-
ration, mettant principalement en jeu
une flore potentiellement psychro-
trophe.

Les bactéries thermorésistantes
adaptées au froid

Si lon écarte les problémes de
contamination  post-pasteurisation,
les aliments liquides pasteurisés et
réfrigérés peuvent aussi véhiculer
des bactéries ayant résisté au trai-
tement thermique en raison de leur
capacité a sporuler. Lors du stoc-

Les bactéries du groupe B.cereus

Les bactéries du groupe B. cereus sont des bacilles sporulés ubiquitaires,
aéro-anaérobies facultatifs, a coloration de Gram positive. Elles présentent
des spores ovales non déformantes en position terminale & sub-terminale.

Le groupe rassemble six « espéces » : Bacillus anthracis, Bacillus cereus
sensu stricto, Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides, Bacillus thu-
ringiensis et Bacillus weihenstephanensis. Cette classification est basée,
non pas sur des critéres génétiques, mais plutot sur des considérations pra-
tiques subjectives telles que la virulence, a limage des « espéces » B, an-
thracis, B. cereus sensu stricto et B. thuringiensis, la physiologie, 4 l'image de
U« espéce » B. weihenstephanensis, capable de se développer a des tempé-
ratures inférieures a 7°C et incapable de se developper a des températures
superieures ou égales a 43°C, et la morphologie, & limage des « espéces »
B. mycoides et B. pseudomycoides, qui présentent des colonies d'aspect rhi-
zoide sur milieu de culture gélosé. Dans le groupe, U« espéce » B. anthracis
est l'agent causal de l'anthrax et '« espéce » B, thuringiensis produit un cris-
tal entomo-pathogéne qui peut étre utilisé comme bio-pesticide [2].

L« espéce » B. cereus sensu stricto est connue pour provoquer des TIAC, en
raison de la production de deux types de toxines, (i) le céréulide ou toxine
eémétique, préformée dans L'aliment avant ingestion, a l'origine du syndrome
émétique [3]; (ii) plusieurs autres toxines, I'hémolysine BL, 'entérotoxine non
hémolytique et les cytotoxines K, responsables du syndrome diarrhéique
[4]. Les bactéries du groupe produisent egalement de nombreux facteurs
de virulence, tels que des hémolysines, des phospholipases, des protéases

et des collagénases qui jouent un réle dans linfection [5], [6] et peuvent

étre a lorigine de cas graves de septicémies et dinfections diverses [7].
Pour conclure, toutes les souches du groupe sont susceptibles de posséder
au moins un géne codant pour un facteur de Virulence, Des protéases, des
phospholipases et des lipases peuvent aussi étre a Lorigine de L'altération
des aliments [8] - [17]. Méme si l'usage du nom de L'espéce a encore cours,
pour des criteres phénotypiques et surtout de virulence, et '« espéce » B. an-
thracis en est un bon exemple, une nouvelle classification en sept groupes
phylogenétiques fait aujourd'hui référence, pouvant rassembler, dans un
méme groupe, des souches appartenant a des especes différentes mais
partageant le méme domaine de température de croissance. Cette structu-
ration en groupes phylogénétiques associés a un domaine de température
de croissance indique que l'adaptation des bactéries du groupe B. cereus au
froid est un phénoméne important dans leur évolution [18].

Le jaune d’ceuf

Le jaune d'ceuf est utilisé dans les méthodes

: standard disolement et de dénombrement des

w bactéries du groupe B. cereus (milieux PEMBA,

i X MYP et Mossel) et pour la mise en évidence de
%» lactivité phosphatidylcholine  phospholipase

C (PC-PLC), plus communément appelée léci-

thinase ([20] - [22]. Cette enzyme, codée par le géne pleB (ou cerA), hydro-
lyse la phosphatidylcholine, la phosphatidyléthanolamine et la phospha-
tidylsérine [20] - [22]. Dans une émulsion de jaune d'ceuf, elle produit un
blanchiment et forme une couche lipidique en surface [23]. Sur une gélose

contenant de 5 a 5,5 % de jaune d'ceuf, les colonies produisant de la Léci-
thinase développent un halo opaque [24].

kage a faible température, |a germi-
nation des spores peut étre suivie
dune croissance de la population
bactérienne, y compris a faible tem-
pérature quand des souches psy-
chrotrophes sont mises en jeu. Ces
bactéries peuvent ainsi étre a Lori-
gine daltérations. Le terme « psy-
chrotrophe » se référe aux microor-
ganismes meésophiles, cest-a-dire
dont Loptimum de croissance se si-
tue entre 25 °C et 35 °C, mais qui sont
aussi capables de se développer
a des températures inférieures oy
égales a 7 °C. Les microorganismes
psychrotrophes ne constituent donc
pas un groupe taxonomique spéci-
fique. Au contraire, ils peuvent étre &
coloration de Gram négative ou po-
sitive, avoir une morphologie variée,
de type coque ou bacille, une capa-
cité ou non & sporuler et de types
respiratoires distincts. Il peut aussi
s'agir de levures ou de moisissures.
Nous focaliserons cet article sur un
modele d'étude bien référencé : le
groupe Bacillus cereus, nommé aus-
si B. cereus sensu lato (voir encadré),
dont certaines souches peuvent étre
a lorigine de toxi-infections alimen-
taires et/ou d'altérations, y compris
quand laliment est stocké a faible
température.

En raison de la psychrotrophie de
nombreuses souches, le groupe
B. cereus sensu lato est un modéle
de choix pour létude des méca-
nismes dadaptation au froid et
offre un large champ dinvestigation.
Limplantation de ces bactéries dans
Uenvironnement industriel néces-
site en effet l'activité coordonnée
de nombreux génes dont lidentité
et les modes daction restent au-
jourd'hui encore mal connus [19].

L'ceuf, un modéle de substrat
adapté a Uétude des altérations
microbiennes des produits liquides
pasteurisés et réfrigérés

La richesse de l'ceuf en lipides et
en protéines en fait un milieu tout a

»
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Figure 1. Evolution de La population microbienne au cours du temps a différentes températures
dincubation dans une émulsion d'ceuf stérile. Le seuil de détection des entérotoxines est indique
par une barre et les fléches noires indiquent les temps a partir desquels une altération stable de

l'ceuf est observée a 10°C et 8°C.

(a) (b)

Figure 2. Aspect de l'ceuf non inoculé (a) et
aspect stabilisé de son altération en raison
du développement microbien : maintien d'une
seule phase blanchie et compacte (b).

fait favorable a U'expression d'activi-
tés enzymatiques bactériennes (voir
encadré page précedente).

Nous avons étudié le comporte-
ment de souches psychrotrophes du
groupe, appartenant a L'« espece »
B. eihenstephanensis et isolées
daliments liquides pasteurisés et
stockés a faible température, dans
des milieux de culture liquides et
gélosés a base d'ceuf entier. Létude
de Ueffet de la température a ainsi
pu mettre en evidence limportance
du contrble strict de la chaine du
froid, qu'il s'agisse du risque sanitaire
ou du risque d'altération de laliment.
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La croissance microbienne
est contrdlée par une
maitrise stricte des
températures de stockage

Dispositif expérimental

Une souche de la collection -« es-
péce » B. weihenstephanensis- a
été inoculée a une concentration de
3 Log UFC/mL dans de lceuf entier
homogénéisé aprés cassage stérile.
Les milieux inoculés ont été répartis
dans des tubes stériles de 10 ml et
incubés a 4, 6, 8 ou 10 °C pendant
28 jours. La population microbienne
a eté dénombrée aprés inoculation
du prélévement dans la masse dun
milieu gelose riche et incubation
pendant 24 h a 30 °C. Les essais ont
été réalisés en triplicat. Les résultats
sont présentés en Log Unité formant
colonie (UFC)/mL.

Reésultats

La figure 1 montre que le taux de
croissance de la souche est affecté
par la température : plus la tempe-
rature est faible, plus la croissance
est lente. La phase stationnaire
est atteinte en une semaine a 8 et
10°C, contre moins d'un jour a 30°C
(résultats non présentés). En effet,
rappelons quune souche psychro-
trophe présente une température

Septembre/Octobre 2016

optimale de croissance proche de
celle des souches mésophiles. Au-
dela de 7 jours a 8 et 10°C, la popu-
lation décroit progressivement, mais
on note encore un niveau denviron
6 Log UFC/mL aprés 21 jours dincu-
bation. A 6°C, le taux de croissance
est plus faible guaux températures
de 10 et de 8°C et la phase station-
naire est atteinte pour un niveau de
population plus faible (5 Log UFC/
mL en moyenne). A la température
la plus faible testée, correspondant
a la température de stockage des
aliments liquides pasteurisés (4°C),
la population décroit jusqu'a devenir
indétectable au-dela de 21 jours d'in-
cubation. Les cellules ne sont pas re-
vivifiables, c’est-a-dire que leur trans-
fert en conditions optimales (milieu
neuf et incubation & 30°C) montre
guelles restent indétectables.

La croissance de la population
s'accompagne dune modification
progressive de laspect de lceuf :
on note l'apparition d'une phase dis-
tincte, blanchie, qui finit par envahir
tout le milieu (Figure 2). En effet,
lceuf altéré ne forme plus guune
seule phase blanchie et compacte,
stable au cours du temps. Alors
gue cet aspect est observé dés
7 jours dincubation a 10°C, il ne
lest guaprés 21 jours a 8°C. Aprés
28 jours dincubation, on ne note
pas d'altération a 6°C. Apres 2 mois
dincubation a 4°C, l'aspect de l'ceuf
reste aussi inchange.

Ces resultats montrent clairement
qu'une rupture de la chaine du froid
pourrait permettre & la bactérie de
se multiplier. Il apparait donc essen-
tiel de maintenir une température
inferieure @ 6°C pour contrdler la
croissance de la population. On peut
noter que les températures mises
en ceuvre dans les laboratoires
d'analyse pour la détection ou le dé-
nombrement des microorganismes
sont souvent proches de 30°C et
ne permettent pas d'évaluer leffet
d'un faible écart de température sur

5 pL d'inoculum

l Jusqu'a 54 h a 30°C l
Jusqu'a 21 j a 10°C

Milicu nutritif gélosé + 2.6 % d"ocuf

Etapel : inoculation Etape 3 : photographie

Etape 2 : incubation

Surface (mm?)

L s § Colonic
lemps d'incubation Halo ;
(sctvass enzymatques) | po——
1 Etape 4 : Mesure des
: e surfaces avec le logiciel
Etape 5: Expression des activités Tmages

enzymatiques spécifiques (surface halo /
surface colonie) en fonction du temps

Figure 3. Principales étapes du protocole de quantification de l'activité hydrolytique bactérienne.

Encadré n°3

1. TECRA (Bacillus cereus Diarrheal Enterotoxin Visual Immuno Assay (TE-
CRA-BDE, TECRA, Roseville New South Wales, Australie)

2. Oxoid (Bacillus cereus Enterotoxin reverse Passive Latex Agglutination
test ; BCET-RPLA, Unipath, Basingstoke, Royaume Uni).

Le kit TECRA permet de détecter la production de U'entérotoxine non hémo-
Lytique et Le kit Oxoid, celle de 'hémolysine BL, ces deux toxines produites
par le groupe B. cereus pouvant étre & l'origine ¢'un syndrome diarrhéique.
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Figure 4. Caractérisation cinétique de L'activité des enzymes bactériennes a 30°C (en rouge) et &
10°C (en bleu) dans un milieu gélosé a base d'ceuf. Chaque point représente la moyenne de trois
replicats pour chaque isolat dune collection de bactéries psychrotrophes du groupe B. cereus.
Les fléches indiquent l'intervalle de variation au sein de la collection pour chague temps et
chague condition de temperature.
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la croissance microbienne aux tem-
peratures de stockage réfrigéré. Aux
températures les plus élevées (10 et
8°C), la croissance de la population
s'accompagne daltérations visibles
a l'eceil nu, le seuil d’apparition d'une
alteration stable correspondant &
une concentration bactérienne com-
prise entre 6 et 7 Log UFC/mL.

L'activité toxinogéne

est maitrisée par le
contrdle de la population
microbienne

Dispositif expérimental

Les conditions dincubation ont été
répétées telles que décrites dans le
paragraphe 1.1 Parallélement au suivi
de la croissance, L'activité toxinogéne
a eté évaluée a l'aide de kits immu-
nochimigques commerciaux (voir en-
cadré 3).

Résultats

A 4°C, les enterotoxines sont indé-
tectables. A 6°C, les deux kits ré-
velent la présence dentérotoxines
aprés 21jours dincubation, alors que
la population microbienne atteint
environ 5 Log UFC/mL. A 8 et 10°C,
les enterotoxines sont détectées a
partir de 7 jours dincubation, corres-
pondant & une population denviron
5 et 7 Log UFC/mL, respectivement.
Aprés 28 jours dincubation a 8 et
10°C, la coagulation totale de l'ovo-
produit rend le résultat des dosages
par les kits difficile a interpreter.

On peut donc conclure que les enté-
rotoxines peuvent étre produites di-
rectement dans Laliment, et quelles
sont détectables & partir dun seuil
de population qui se trouve aux alen-
tours de 5 Log UFC/mL (Figure 1). En-
core une fois, ces résultats montrent
que le maintien strict dune tempé-
rature de 4°C permet de controler le
risgue sanitaire, aucune entérotoxine
nétant détectée a cette tempéra-
ture, quel que soit le temps dincu-
bation. On peut souligner le fait que
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» labsence daltération de lceuf ne halos attestant de leurs activités cune activité hydrolytique sur le mi- BYor Boiit de i fard Sl
signifie pas quil est sain. En effet, hydrolytiques. La mesure du rapport lieu gélosé a base d'ceuf sélectionné travaux ont pour perspectives dét-
pour une population proche de 5 Log  entre la surface duhalo et lasurface  (absence de halo). dier le lien potentiel entre Coxprecsion
UFC/mL, atteinte aprés une dizaine de la colonie a permis de calculer Les activites specifiques sont plus de marqueurs spécifiques ot
de jours a 6°C, on note la production une activité enzymatique spécifique fortes a 10°C qua 30°C et peuvent tion au froid et Uexpression dactivités
dentérotoxines alors que l'aspect de pour chaque souche et chaque tem- continuer a évoluer au-dela de enzymatiques potentiellement alte-
l'ceuf est inchangé (Figure 1). perature. Cette méthode permet de 21 jours dincubation a faible tempé- rantes et/ou pathogénes. D'un point
quantifier une activité enzymatique rature, alors qu'elles atteignent une de vue plus appliqué, ils permettent
[es uctivités hvdmly- contrairement aux résultats binaires  valeur maximale dés les premiers de mettre en évidence limportance
tiques mesurées aux qui sont habituellement obten‘u.s temps dincubation & 30°C. dianalyser - (:‘omp\ortement el
tempérutures uptimules avec ce t;lzpe de protocole expéri On peut do'r?c conc.:lure de ces tr.a téries ’rn gttu,cest-a—dwe dic Ctemgnt
. mental (présence/absence de halo). vaux que lévaluation du potentiel ! dans laliment, et de mettre au point
de croissunce n? SO_I'I ks dalteration de souches psychro- . des tests microbiologiques reflétant
|E I'Eﬂet des ulterutlnns Résultats trophes merite détre réalisée aux ‘ au mieux ses conditions de stoc-
observées au froid Lesrésultats présentés surlafigure4  températures de réfrigération. En ef- Kage, y compris léventualité dlune
Dispositif expérimental (page précédente) montrent la ciné- fet, les activités enzymatiques bacté- rupture de la chaine du froid chez
Les activites hydrolytiques bacté- tigue de lexpression des activités riennes exprimees aux températures d'adaptation au froid semble aussi peut avoir des conséquences né- le consommateur. La recherche de
riennes ont été mesurées sur un  enzymatiques spécifiques totales,  optimales de croissance ne sont pas beaucoup plus fine chez les bacté-  fastes d'un point de vue économique  marqueurs  précoces daltération,
milieu geloseé a base deeuf (milieu  incluant les activités protéasiques,  le reflet de ce quelles sont au froid ries psychrotrophes. et/ou sanitaire quand des souches  en lien avec expression dactivités
nutritif riche gélosé additionné de  lipasiques et phospholipasiques que  quand des souches psychrotrophes psychrotrophes ayant résisté aux  hydrolytiques, pourrait permettre la
26 % dune émulsion stérile d'ceuf) Lle milieu riche a base d'ceuf permet sont mises en jeu. Il a déja été montré conclusinn baremes de pasteurisation sont pré- mise au point doutils de diagnostic
selon le schema expérimental repré-  de mettre en évidence. Lexpression  queffectivement, la flore psychro- sentes dans laliment. et dorientation des aliments vers
senté sur la figure 3 (page précé- dactivités enzymatiques bactérienne  trophe fait preuve d'une efficacité ca- Lensemble des travaux présentés Leur psychrotrophie se manifeste divers types de commercialisations,
dente). Soixante-huit souches psy- peut ainsi étre directement évaluée talytique bien supérieure a celle de la dans cet article permet de conclure nen seulement pas leur capacité liés a leurs conditions dutilisation
chrotrophes du groupe B. cereus,  dans laliment lui-méme. flore mésophile [25] - [27], ce qui n'est & limportance du maintien dune & croitre & faible température mais et de conservation. Lensemble de
issues dun environnement indus- La collection bactérienne testée pas sans poser de probléeme lors de température stable et n'excédant aussi & exprimer des activités alté- ' ces travaux participe a une meil-
triel, ont éte incubées a température montre une forte diversité quant a la conservation des aliments pasteu- pas 4°C pour assurer la qualité sani- rantes spécifiques au froid, voire des leure maitrise des pertes, et ainsi a
optimale (30°C) et a température son niveau dexpression denzymes rises refrigéerés. Daprés Ray (20086) taire daliments liquides pasteurisés activitésfoxinogénes des lors que la une organisation plus durable des
de refrigération (10°C). Les colonies hydrolytiques, et particulierement a [28], la régulation de lexpression des riches en substrats nutritifs. En effet, population a pu se développer au- systemes alimentaires dans le

se sont développées, entourées de  10°C. Certains isolats n'expriment au- proteines impliquées dans la phase une rupture de la chaine du froid  dela dun seuil critique. monde M
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