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Abstract

Breast milk is the best source of nutrients for newborns and infant, however, when
breastfeeding is not sufficient or possible, parents feed them by powdered infant formula
(PIF). This study aimed to assess the counts and biodiversity characterization of aerobic
sporeforming bacteria (ASB) in powdered infant formula. Fifty-four (n=54) PIF samples of
three brands were analyzed for mesophilic aerobic bacteria and ASB counts. ASB isolated
from PIF identified by MALDI-TOF mass spectrometry and were assessed for their ability to
produce spoilage enzymes and hemolytic activity. Then, the isolates were subjected to rpoB
gene typing and assessment of bceT, entFM, nhe (A, B, C), hbl (A, B, C) and cytK toxin
genes. The main species isolated were Bacillus. licheniformis (54%), followed by Bacillus.
cereus (33%) and Bacillus. subtilis (5%). The ASB counts ranged from 1 to 4 log CFU/g, and
the mean was 2.9 log CFU/g for mesophilic aerobic sporeforming bacteria (MSC) and 2.5 log
CFU/g for thermophilic aerobic sporeforming bacteria (TSC). Most PIF samples presented
MSC and TSC counts between 2 and 3 log CFU/g. A total of 13%, 50%, and 37% of the
samples presented MSC counts from <2 log CFU/g, between 2-3 log CFU/g and between 3-4
log CFU/q, respectively. Among the ASB isolates, 97% had protease, 84% hydrolyzed starch,
66% had hemolytic activity, and 61% had lecithinase activity. 44 from 120 isolates harbored
at least one toxin gene; 57% for B. cereus, 34% for B. licheniformis, 4.5% for B. subtilis, 2.3
for B pumilus, and 2.3% for L. sphaericus. All B. cereus isolates harbored the nhe gene, 60%
entFM, 44% cytK, 32% bceT, and 28% hbl genes. Besides, 17% of B. licheniformis harbored
nhe. A small proportion of B. subtilis, B. pumilus, and L. Sphaericus carried toxin genes. The
rpoB based phylogenetic tree provided high resolution among Bacillus species. The findings
of this study provide insights into the phenotypic and genotypic biodiversity of Bacillus

present in PIF marketed in Algeria.

Keywords: Aerobic sporeforming bacteria; Powdered infant formula; toxin genes; Bacillus;



Résumé

Le lait maternel est la meilleure source de nutriments pour les nouveau-nés et les
nourrissons, cependant, lorsqu’il n'est pas suffisant ou disponible, les parents ont recours a la
poudre de lait infantile (PLI). Cette étude visait a évaluer le dénombrement et la
caractérisation de la biodiversité des bactéries aérobies sporulées (BAS) dans la PLI.
Cinquante-quatre (n = 54) échantillons de PLI de trois marques ont été analysés pour les
bactéries aérobies mésophiles totale (FMAT) et les BAS. Les BAS isolées a partir des PLI ont
été identifiées par spectrométrie de masse MALDI-TOF et ont été évaluées pour leurs
capacités a produire des enzymes de détérioration et leur activité hémolytique. Ensuite, les
isolats ont été soumis au typage du géne rpoB et a I'évaluation des genes de toxine bceT,
entFM, nhe (A, B, C), hbl (A, B, C) et cytK. Les principales espéces isolées étaient Bacillus
licheniformis (54 %), suivi de Bacillus cereus (33 %) et Bacillus subtilis (5 %). La charge des
BAS variaient de 1 a 4 log UFC/g, et la moyenne était de 2,9 log UFC/g pour les bactéries
aérobies sporulées mésophiles (BASM) et de 2,5 log UFC/g pour les bactéries aérobies
sporulées thermophiles (BAST). La plupart des échantillons de la PLI présentaient des
charges de BASM et de BAST entre 2 et 3 log UFC/g. Un total de 13 %, 50 % et 37 % des
échantillons présentaient des comptages de BASM < 2 log UFC/g, entre 2-3 log UFC/g et
entre 3-4 log UFC/g, respectivement. Parmi les isolats des BAS, 97 % avaient une protéase,
84 % de l'amylase, 66 % avaient une activité hémolytique et 61 % avaient une activité
lécithinase. Au total, 44 isolats sur 120 abritaient au moins un gene de toxine, 57 % pour B.
cereus, 34 % pour B. licheniformis, 4.5% pour B. subtilis, 2.3% pour chaqu’une de B.
pumilus et Lysinibacillus sphaericus. Tous les isolats de B. cereus portaient le gene nhe, 60 %
entFM, 44 % cytK, 32 % bceT et 28 % hbl. Par ailleurs, 17% de B. licheniformis hébergeaient
nhe. Une faible proportion de B. subtilis, B. pumilus et L. sphaericus portaient des génes de
toxines. L'arbre phylogénétique basé sur rpoB a fourni une grande résolution parmi les
espéces de Bacillus. Les résultats de cette étude donnent un apercu sur la biodiversité

phénotypique et génotypique des Bacillus présents dans les PLI comercialisée en Algérie.

Mots clés: Préparations pour nourrissons ; Poudres de lait infantile ; Bactéries aérobies

sporulées; Bacillus; Genes de toxines.
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Introduction générale

L’allaitement maternel joue un role déterminant pour le nouveau-né, en lui
donnant tous les besoins nutritionnels pour une meilleure santé pendant les premiers
mois de la vie (Ahern et al., 2019). L'organisation mondiale de la santé recommande
d'allaiter exclusivement au sein dans I'heure qui suit la naissance et pendant les six
premiers mois (WHO, 2003), protégeant ainsi le nourrissant de la morbidité et de la

mortalité liées aux maladies infectieuses (\ictora et al., 2016).

Cependant, dans certains cas, le lait maternel peut étre insuffisant ou
indisponible, alors le recours a la poudre de lait infantile qui est proposée comme un
substitut formulé pour imiter le maximum possible la composition nutritionnelle du

lait maternel devient inévitable (Ahern et al., 2019; Green et Shurley, 2016).

Le lait en poudre est un produit pratique en raison de sa longue durée de
conservation et de sa facilité de stockage. La production mondiale de lait a augmenté
de 1.6 % en 2018 pour s’établir a 838 Millions de tonnes (OCDE et FAO, 2019). Le
marché mondial de la nutrition infantile a connu lui aussi une croissance significative
durant cette derniére décennie, l'augmentation des ventes mondiales de la poudre de
lait infantile entre 2014 et 2018 était de 30.4% (Baker et al., 2016). Environ 2.7
Millions de tonnes de lait infantile, principalement commercialisé sous forme de
poudre en 2017, avec une croissance prévisionnelle estimée a + 5 % /an entre 2018 et
2022 (Flamant, 2018).

L’Algérie est le premier consommateur de lait au Maghreb, avec une
consommation de 1’ordre de 140 L/habitant/an. Sur la consommation totale, qui est
d’environ 5,5 Milliards de litres dont 3 Milliards de litres environ proviennent de
I’importation. L’ Algérie importe entre 260 000 a 300 000 tonnes de poudre de lait par
an, pour une valeur qui avoisine un (01) Milliard d’euros, dont la part de lait infantile

atteint 15 000 tonnes par an (Agroligne, 2015)

Cependant, lI'augmentation de la production de poudres de lait peut créer des
risques liés a la sécurité sanitaire (McHugh et al., 2017). La poudre de lait infantile
comme d'autres produits alimentaires ; peut contenir des micro-organismes dont
certains peuvent nuire a la santé (Costa et al., 2020;Chitrakar et al., 2019; Wu et al.,
2018; Sadiq et al., 2016; Chap et al., 2009; Iversen et Forsythe, 2004). Ainsi, les
poudres de lait infantile sont considérées comme une classe d'aliments a haut risque,

en particulier aprés reconstitution, et peuvent contenir des bactéries pathogénes (Yang
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et al., 2017; Kent et al., 2015; Haughton et al., 2010; Forsythe, 2005) sachant que les
nourrissons sont sensibles aux infections bactériennes (Vidicet al., 2020; Costa et al.,
2020; Cho et al., 2019; Cortese et al., 2016; Hilliard et al., 2003) en raison de leur
faible systeme immunitaire (\Vidic et al., 2020; Ahern et al., 2019; Pajewska-Szmyt et
al., 2019; Townsend et Forsythe, 2008)

Le traitement thermique utilisé dans la fabrication de la poudre de lait
infantile peut réduire la charge microbienne. Cependant, les bactéries sporulées
peuvent survivre a ces traitements, germer et se développer apres la reconstitution de
la poudre de lait (Zhuang et al., 2019 ; Alvarenga et al., 2018 ; Cho et al., 2018 ;
McHugh et al., 2017 ; Yang et al., 2017; Haughton et al., 2010; Rowan et al., 1997;
Becker et al., 1994).

Les bactéries du genre Bacillus sont omniprésentes et représentent 1’un des
groupes bactériens des plus répandus dans la nature, avec une grande diversité
phénotypique et génotypique (Ozdemir et Arslan, 2019;Pefia et al., 2014 ;
Heyndrickx, 2011; From et al., 2005).Ce genre comprend des especes qui jouent un
réle important dans les maladies d'origine alimentaire et la détérioration des aliments
(Ozdemir et Arslan, 2019; Pia et al., 2019 ; Oliveira et al., 2018; Oliveira et al., 2016;
Hwang et Park, 2015; Checinska et al., 2015; De Jonghe et al., 2010). Les bactéries
du genre Bacillus représentent, en effet, une grande préoccupation pour l'industrie du
lait, (Zhao et al., 2020, Zhuang et al., 2019; Pereira et al., 2018; Pefia et al., 2014;
Scott et al., 2007), et leur présence dans la poudre de lait infantile a été rapportée par
plusieurs études (Sadek et al., 2018; Haughton et al., 2010; Rowan et al., 1997;
Becker et al., 1994).

La plupart des espéces de Bacillus sont considérées comme non
pathogénes, a I’exception de B. anthracis et B. cereus (Gopal et al., 2015). En
particulier B. cereus semble étre une espéce pathogéne représentant de grands risques
pour la transformation des produits laitiers et la santé publique (Zhao et al., 2020;
Zhuang et al., 2019; Sadiq et al., 2016; Kovac et al., 2016; Hwang et Park, 2015;
Scott et al., 2007; Becker et al., 1994). En plus, B. cereus déja été liée a plusieurs
maladies graves chez les nourrissons (Pei et al., 2018;Veysseyre et al., 2015; Hilliard
et al., 2003). Cependant, d’autres espeéces de Bacilluscomme B. subtilis, B.

licheniformis et B. pumilu également été associées a des pathologies d’origine
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alimentaire (EFSA, 2016 ; Logan, 2012 ; Kramer et Gilbert, 1989), et ont été
rapportées comme productrices d’entérotoxines et de toxines émétiques impliquées
dans les maladies d'origine alimentaire (From et al., 2007; From et al., 2005; Rowan
et al., 2003 ; Salkinoja-Salonen et al., 1999). Néanmoins, les données sur la qualité
microbiologique des poudres de lait infantile restent limitées, principalement en ce qui
concerne la diversité des bactéries sporulées aerobies (Kent et al., 2016; Hwang et
Park, 2015; Watterson et al., 2014; Di Pinto et al., 2013 ; Scott et al., 2007).

Dans ce contexte, la présente étude vise la recherche de la flore aérobie
sporulée inféodée aux poudres de lait infantile commercialisées en Algérie, ainsi que
la caractérisation phénotypique et génotypique des isolats, avec comme principal
objectif I’évaluation de la diversité des bactéries aérobies sporulées dans ce produit.

Une étude phylogénétique sera réalisee.
Ainsi, les objectifs assignes a cette these sont:

*  D’une part, évaluer la flore aérobie sporulée mésophile totale des échantillons de
poudres de lait infantile commercialisées en Algérie et la recherche et
I’identification de la flore aérobie sporulées mésophile et thermophile par la
technique MALDI-TOF MS.

* Rechercher les génes de toxicité dans les isolats de la flore aérobie sporulée et

procéder a une étude phylogénétique par le séquencage du gene rpoB.

Pour atteindre ces objectifs, nous avons organisé le manuscrit en trois
parties : La premiére a été consacrée a une revue bibliographique sur les poudres de
lait infantile et la contamination de ces produits notamment par les bactéries aérobies
sporulées, en mettant 1’accent sur le genre Bacillus et espéces pathogenes. La
deuxiéme partie montre le matériel et les méthodes utilisés pour 1’application des
protocoles expérimentaux. Enfin, la troisieme partie de ce travail sera consacrée aux

résultats et a leur discussion en relation avec les travaux scientifiques antécedents.
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l. Le lait infantile

l. 1. Introduction
La sécurité sanitaire des aliments est I’un des problémes les plus importants de
la santé publique dans le monde en particulier dans les pays en voie de
développement. Ainsi, elle constitue une priorité absolue. Les problémes liés a la
sécurité sanitaire des aliments sont traités plus ou moins efficacement, grace a la
réglementation élaborée par les gouvernements nationaux et internationaux (Kent,
2015) et I"'amélioration des services de santé, des soins et de la nutrition ce qui se

refléte dans la baisse de la mortalité infantile (EFSA, 2014)

Les nourrissons sont définit comme des personnes agées de moins de 12
mois (CAC, 2008), et la premiére année de vie d'un nouveau-né est la période la plus
critique, en particulier du point de vue nutritionnel pour la croissance et le
développement mental et physique (Arsalan et al., 2013). Un nouveau-né est exposé a
de nombreux facteurs qui peuvent avoir un impact négatif sur sa santé. Ainsi, la
protection est trés importante pendant la petite enfance. Pour cette raison, la meilleure
source d’alimentation des bébés reste le lait maternel, qui est reconnu comme I'étalon

d’or en nutrition infantile (Pajewska-Szmyt et al., 2019)

l. 2. Le lait maternel et ses bienfaits

L'allaitement maternel représente le mode d’alimentation le plus adapté, il
fournit toute la nutrition nécessaire a la croissance et au développement normal du
nouveau-né (Victora et al., 2016), sa composition, répond parfaitement aux besoins
specifiques du nourisson et s’adapte dans le temps, et augmente aussi la relation
affective entre le bébé et sa mére (Kent et al., 2015). Cette source de vie joue un réle
déterminant en offrant au nourrisson tous les besoins pour une meilleure santé
pendant le premier mois (Ahern et al., 2019 ; WHO., 2003). 1l est recommandé par les
organisations de santé nationales et internationales au cours de la premiére année de
vie (Pajewska-Szmyt et al., 2019). L'organisation mondiale de la santé recommande
d'allaiter exclusivement au sein dans I'heure qui suit la naissance et pendant les six
premiers mois de la vie et de compléter l'allaitement avec des aliments appropriés
pour nourrissons jusqu'a 2 ans ou plus (WHO, 2003). Le lait maternel contient des
composants immuno-régulateurs qui réduisent le risque d’infections gastro-

intestinales et respiratoires (Kent et al., 2015), il a un effet positif sur les fonctions
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cognitives et immunitaires et minimise également le risque d'obésité et de maladies
métaboliques plus tard dans la vie (Ahern et al., 2019; Victora et al,
2016). L'allaitement maternel exclusif au cours des 6 premiers mois de la vie protége
lenourrisson contre la morbidité et la mortalité liées aux maladies infectieuses et
confere des avantages maternels, notamment une reduction du risque d'hémorragie
post-partum, de cancer du sein invasif, de maladies cardiovasculaires, de cancer de
l'ovaire, de diabéte de type 2 et d’autres conditions chroniques associées au
surpoids (Victora et al., 2016). La composition du lait maternel differe de celle des
autres especes de mammiferes par la présence et le niveau de nombreux facteurs
immunitaires, dont la lactoferrine, I'immunoglobuline A (IgA) et les oligosaccharides.
De plus en plus, des preuves montrent que ces facteurs contribuent a améliorer la

santé des nourrissons. (Bode, 2018 ; Witkowska-Zimny et al., 2017).

. 3. Substitut du lait maternel

Compte tenu de I'évolution de la santé publique, de I'allaitement maternel et du
lait maternel dans le développement humain et la santé tout au long de la vie, il existe
des compromis relatifs lorsque les substituts du lait maternel sont utilisés (WHO,
2003). Pour ces raisons, les parents et les soignants recherchent des substituts de lait
humain lorsque le propre lait de la maman n'est pas disponible ou nécessite une
supplémentation en raison d'un facteur de maladie, d'un déséquilibre hormonal, ou
guand la mere elle-méme n'est pas intéressée par l'allaitement maternel, (Palmquist et
al., 2019 ; WHO, 2003) :

L’OMS et L'UNICEF recommandent les alternatives suivantes

-Allaitement par une autre femme allaitante en bonne santg,
-Obtention de lait auprés d'une banque de lait maternel.
- Obtention d’un substitut du lait maternel, comme les préparations pour nourrissons.

Si les deux premiéres options ne sont pas possibles, alors le recours aux
préparations pour nourrissons est inévitable, ces préparations sont proposees comme
un substitut efficace et formulés pour imiter le maximum possible la composition
nutritionnelle du lait maternel (Ahern et al, 2019; Green et Shurley, 2016 ; WHO,
2003).
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l. 3.1. Historique

Depuis longtemps, les méres qui ne pouvaient pas assurer 1’allaitement de
leurs nouveaux nés, les ont confiés a une nourrice a domicile pour les familles les plus
aisées ou les ont envoyés chez des nourrices a la campagne pour les classes sociales
moins favorisées. Moins fréquemment elles donnaient aux nourrissons des laits
artificiels préparés par elles-mémes, le plus souvent a base de lait de vache non stérile,
ce qui provoquait la mort de nombreux bébés (Andrew, 2003).Avec le développement
des traitements thermiques comme la pasteurisation, 1’apparition du biberon muni
d'une tétine en caoutchouc, le travail des femmes exerceant une activité de plus en
plus en dehors du cadre familial et I'évolution des mentalités ont amené
progressivement au cours du 19°™siécle a employer par préférence ces laits artificiels
a base de lait d'orgine animale, de farine de céréales et de sucre, mais elles étaient
encore mal formulées, entrainant des infections gastro-intestinales et des
déshydratations aigués ou des toxicoses (Mary et al., 1994).

Le substitut de lait maternel a été le résultat de I’imagination du professeur de
chimie Justus Von Liebigpour deux de ses petits-enfants qui n’étaient pas allaités.
Aprés avoir analysé la composition chimique du lait humain et du lait de vache, il crée
en 1865 le premier lait artificiel pour enfant, mélange a partir de farine de blé,
d'extrait de malt et de bicarbonate de potasse, devant étre délayé dans de I'eau et du
lait de vache écrémé. Dés 1866, Henri Nestlé concoit une farine lactée sur le méme
principe que Justus VVon Liebig et la commercialise en 1867 avec plus de succes que
son prédécesseur (Berthold, 2010). Justus Von Liebig qualifié sa préparation de «
nourriture parfaite pour nourrissons » en termes d’alimentation artificielle méme s’il y
avait peu de connaissances sur sa composition nutritive (Fomon, 1987). Par la suite,
Otto Heubner et Max Rubner ont permis de mieux comprendre les besoins
énergétiques des nourrissons quand ils ont développé la premiére méthode
d'alimentation calorimétrique (Cone, 1976). Au début du 19°™ siécle, le manque
d’assainissement était répandu et les biberons étaient mal lavés constituant ainsi la
principale cause de décés chez les nourrissons au cours de la premiere année de vie
(Stevens et al. 2009).

Apartir de 1970, on assiste au développement d’une industrie des préparations
pour nourrissons et les préparations commerciales étaient utilisées plus fréquemment.
La majorité des nourrissons ont commencé a recevoir de maniére réguliere des

préparations a base de lactosérum au cours des six premiers mois de vie ou du lait de
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vache jusqu'a un an (Martinez et Dodd, 1983). En 1980, la premiére norme du Codex
Alimentarius pour les préparations pour nourrissons a été publiée (CAC, 1981).
Pendant cette période, l'utilisation de préparations pour nourrissons continuait a
augmenter (Martinez et Dodd, 1983).

A partir des années 1980, bien que les taux de consommation de préparations
pour nourrissonss sont restes élevés, les taux d'allaitement ont commencé a remonter
(Fomon, 1987). Avec le temps, de mauvaises conséquences -liées aux préparations
pour nourrissons- sur la santé commencaient a apparaitre, tels que I'nypersensibilité,
I'obésité et le diabéte (Stevens et al., 2009).

. 3.2. Les trois grandes classes de lait infantile
Les préparations de lait infantile peuvent étres trouvées sur le marché sous
deux formes différentes ; la forme liquide et la forme en poudre. Le lait infantile en
poudre est une option moins chére et plus populaire par rapport a la forme liquide, en
raison de la longue durée de conservation, et de la facilité de son stockage (McHugh
etal., 2017 ; Kent et al., 2015).

Concernant les poudres de lait infantile (PLI), il est nécessaire de distinguer
trois périodes d’ages. En effet, certaines fonctions digestives et organiques sont
immatures a la naissance, d’ou la nécessité d’une alimentation adaptée et évolutive de
la naissance jusqu’a I’dge de 3 ans. Les poudres de lait infantile (PLI) sont ainsi

divisées en trois catégories.

l. 3.2.1. Poudre de lait infantile (1°"® age)

On distingue les préparations pour nourrissons de premier age (1%age),
spécialement distinées a la période de vie qui s’étale de la naissance jusqu’a 1’age de 6
mois. En effet, durant les six premiers mois de la vie, ’alimentation du nourrisson
doit étre exclusivement lactée. Les capacités rénales du nourrisson ne peuvent
supporter de trop grandes quantités de protéines et d’électrolytes et son équipement

enzymatique ne peut digérer de grandes quantités de I’amidon. (CAC, 2007)

l. 3.2.2. Poudre de lait infantile (2°™ age)
La Poudre de lait infantile (2éme &ge), également appelée préparation de suite,
est destinée pour des nourrissons agés de six (6) a douze (12) mois. A cet age,
I’alimentation du nourrisson connait une période de transition, avec la diversification,

c¢’est- a-dire I’introduction progressive d’aliments autres que le lait. Ces préparations

7



Synthése bibliographique

de suite (ou de deuxieme age) ont une composition adaptée aux besoins nutritionnels
d’un nourrisson de 6 mois a 12 mois. Elles ont pour objectif de pallier aux éventuelles
carences liées a la diversification alimentaire, notamment en acides gras essentiels et

en fer, et d’éviter certains exces de protéines. (Beylot, 2009)

I. 3.2.3. Poudre de lait infantile (3°™ age)

Aprés un an, les nourrissons sont allaités par des PLI appelées également laits de
croissance. Aprés 12 mois, les fonctions digestives, rénales et neurologiques sont
suffisamment matures pour autoriser une alimentation d’adulte. L’enfant est toujours
en phase de croissance relativement rapide, avec des besoins nutritionnels encore
importants en protéines, calcium, fer et acides gras essentiels. Or, a cet age, la
diversification alimentaire s’accompagne bien souvent d’un apport excessif en
protéines, d’un apport lipidique déséquilibré, trop riche en graisses animales et pauvre
en acides gras essentiels, d’apports limités en calcium, voire totalement insuffisants en
fer. Ainsi, I’utilisation d’un lait de croissance a la place de certains aliments au
moment du petit déjeuner et du godter apporte de nombreux avantages a la santé de
I’enfant (Beylot, 2009).

I.  3.3. Statistiques relatives au marché des préparations pour nourrissons

Plus de 140 millions d'enfants naissent dans le monde chaque année, les pays
en développement représentent 92% des naissances, et 90% des enfants vivent dans
les régions les moins développées comme I'Asie-Pacifique, I'Amérique latine
Ameérique, le Moyen-Orient et I’Afrique (Blanchard et al., 2013).

L’ Asie concentre 53% du marché mondial des préparations pour nourrissons.
L'Europe et I'Amérique du Nord représentent 33%. Le marché mondial des
préparations pour nourrissons a été évalué a 907 000 tonnes en 2007, passant a 1,13
Million de tonnes en 2010, représentant respectivement 9 et 11,5 milliards de dollars
américains (UBIC Consulting, 2011) et atteint 18.9 milliards de dollars américains en
2014 (Blanchard et al., 2013).

La production mondiale de préparations pour nourrissons a presenté une
croissance moyenne de 8.2% par an entre 2007 et 2010, et est estimée a 11% en
moyenne annuelle de 2010 a 2014, avec une croissance trés rapide du marché chinois
(Blanchard et al., 2013). L'augmentation prévue des ventes mondiales de lait en
poudre infantile de 2014 a 2018 était de 30.4% (Baker et al., 2016). Cing grandes
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entreprises représentaient 70% de la valeur du marché mondial des fabricants de
préparations pour nourrissons en 2006: Nestlé Nutrition, Mead johnson, Abbott
Nutrition, Danone et Wyeth Nutrition (maintenant Pfizer) par ordre décroissant
(Montagne et al., 2009). L'allaitement maternel ne doit pas étre découragé par la
promotion commerciale des préparations pour nourrissons, 'OMS a publié un code
international de commercialisation des substituts du lait maternel en 1981 pour
promouvoir l'allaitement maternel et restreindre la commercialisation des substituts du

lait maternel, tels que les préparations pour nourrissons (\WWHO, 1981).
. 3. 4. Fabrication des poudres de lait infantile

La fabrication des PLI implique un certain nombre d’opérations unitaires
comme le mélange des ingrédients, I'nomogénéisation, le traitement thermique, le
séchage et I'emballage (Forsythe, 2014). Les PLI peuvent étre produites de trois

maniéres différentes (Kent et al., 2015) :

1. Procedé de mélange a sec.
2. Procédé de mélange humide.
3. Procédé combiné.

Quel que soit le procédé utilisé (Figure 1), la poudre résultante est emballée
dans des conteners, rincée avec du gaz inerte, scellée avec un capuchon étanche,
codée et étiquetée. Chaque lot de préparation est conservé jusqu'a ce que des
échantillons de celui-ci aient été analysés pour l'uniformité, le contenu nutritionnel et
la sécurité microbiologique (FAO et WHO, 2004).
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Matiéres preiéres *

N

Melange humide* Melange a sec *
l
Chauffage
|
Séchage * —————»| Poudre de lait infantile
/ \
Préparation a la maison * Prépaparation a 1’hopital *

| |

Consomation *

Figure 1 : Organigramme de production et d’utilisation des poudres pour nourrissons.
(FAO et WHO, 2004)

* = sites potentiels de contamination environnementale.

I 3.4. 1.Procédé de mélange a sec

Dans ce procédé, les divers composants de la formule sont traités thermiquement
et séparément par les fournisseurs, a 1’usine de fabrication de la PLI, ils sont mixés
ensemble pour assurer un mélange uniforme de nutriments dans toute la poudre (Kent
et al., 2015). Ce processus est plus efficace d'un point de vue énergétique et offre plus
de flexibilité dans les modifications de la préparation (FAO et WHO, 2004). Le
mélange a sec n'implique pas l'utilisation de 1’eau dans le processus de fabrication, ce
qui réduit le risque que des bactéries nocives se developpent dans I'environnement de
I'usine en nombre suffisant pour provoquer une contamination du produit (Fricker-
Feer, 2012). Dans le processus de melange a sec, il est essentiel que les ingrédients de
base répondent aux mémes normes microbiologiques que le produit final car ils ne
recoivent aucun traitement thermique supplémentaire. Si un ou plusieurs ingrédients
d'un produit mélangé a sec sont contaminés par un nombre méme faible de bactéries
nocives, ces bactéries seront présentes dans le produit fini (Zink, 2003).Afin de

garantir la conformité aux normes de qualite élevées requises par l'industrie, les
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fabricants qui utilisent ces procédés entretiennent des relations étroites avec leurs
fournisseurs de matieres premieres et exigent le strict respect des bonnes pratiques de
fabrication (BPF) et de I'analyse des risques, en appliquant les principes du systéme
HACCP (FAO et WHO, 2004).

. 3.4.2. Procédé de mélange humide

C’est un procédé qui permet de mélanger, d'homogénéiser et de traiter
thermiquement tous les composants mélangés. En raison de I'intégration d'une étape
de traitement thermique, la qualité microbiologique du produit fini dépend beaucoup
moins des ingrédients de base (Kent et al., 2015). Dans ce processus, les ingrédients
sont manipulés en phase liquide et traités thermigquement puis séché (FAO et WHO,
2004). L'étape de pasteurisation qui est un point critique de contréle (CCP) a comme
objectif de détruire toutes les bactéries nocives qui peuvent étre présentes dans les
ingrédients (Zink, 2003). Apres la pasteurisation, des micronutriments sensibles a la
chaleur sont ajoutés. La qualit¢ microbiologique de ces micronutriments est
importante car d'autres traitements thermiques ultérieurement ne sont plus appliqués
au produit (Proudy et al., 2008).

Avant le séchage, le mélange liquide est pasteurisé 72 °C/15 s et 74.5°C/25 s
pour les produits contenant des amidons ou des épaississants, ou a des températures
plus élevées par exemple 105 -125 °C/5 s), homogénéisé, dans certains cas évaporé et
parfois stocké dans de grandes cuves réfrigerées (FAO et WHO, 2004). Le mélange
liquide est chauffé a environ 82° C puis pompé sous haute pression pour le
pulvériser, un atomiseur est monté dans une grande chambre de séchage a travers
laquelle circule de l'air filtré a haute température. La température de I'air admis varie
de 135 a 204°C et la température de I’air a sa sortie de la tour est de 45 & 80°C. Le
mélange liquide est séché presque instantanément et la poudre résultante tombe au
fond du séchoir pour la collecte. La poudre passe ensuite de la chambre de séchage a
un lit de refroidissement ou elle est rapidement refroidie a une température inferieure
a 38°C (FAO et WHO, 2004). Ce processus garantit également la distribution
uniforme des nutriments dans chaque lot. La nature de ce processus nécessite que
I'équipement de fabrication soit régulierement nettoyé a I'eau. La présence de liquide
dans I'environnement de fabrication due a ce nettoyage peut permettre la présence et

la croissance de microorganismes (Kent et al., 2015).

11



Synthése bibliographique

Les fabricants qui utilisent le procédé de mélange humide divisent
généralement leurs espaces de travail dans 1’usine en zones de processus humides et
en zones de processus séches, et limitent strictement les mouvements de personnes et

d'équipements entre les deux zones. (Zink, 2003).
I 3.4.3. Le procédé combiné

Souvent, la fabrication des PLIs suit une procédure combinée lorsque des
composants solubles dans I'eau sont ajoutés au lait avant le sechage et les composants
moins solubles sont ajoutés au melange apres le séchage (Caric, 1993). Ce type de
processus implique le séchage d'un mélange humide des principaux ingrédients de la
formule (lipides, protéines et glucides), appelés poudre de base pour préparations pour
nourrissons. Cette poudre de base est ensuite combinée avec des ingrédients mineurs
pré-séchés (vitamines et minéraux) et mélangée pour produire le produit fini (Kent et
al., 2015). Le procédé combiné est parfois 1’unique option pour certaines PLIs, en
particulier pour les formules épaississantes qui ne nécessitent I'ajout d'ingrédients
mélangés a sec qu'apreés I'étape de traitement thermique, en effet, les épaississants ne
peuvent pas étre traités thermiquement sous forme liquide en raison de leur viscosité
élevée (Proudy et al., 2008)

I1. Contamination microbienne des poudres de lait infantiles (PLI)

Il. 1. Qualité bactériologique et contaminants bactériens des PLIs

Les PLIs contiennent des microorganismes de différents types et en différentes
quantités (Costa et al., 2020; Chitrakar et al., 2019; Wu et al., 2018 ; Forsythe, 2005).
Les PLIs sont également considérées comme un aliment a haut risque en raison de
leur richesse en ingrédients nutritionnels et de leurs consommateurs vulnérables
(Yong Yang et al., 2017). Une grande attention a été accordée a la sécurité des PLIs
dans le monde, en particulier apres la fraude de la melamine en Chine (Newell et al.,
2010). Des normes d'’hygiene élevées sont maintenues tout au long du processus de
production et la qualité microbiologique de chaque lot est étroitement surveillée;
cependant, les PLIs ne sont pas des produits stériles méme si elles ont été fabriquées
selon des normes d'hygiene strictes (WHO et FAO, 2007). En raison de la sensibilité
des nouveau-nés aux infections bactériennes, les PLIs doivent satisfaire a des critéres
microbiologiques nationaux et internationaux tres séveres (Ramgopal et al., 2019;
Cho et al., 2019 ;Cortese et al., 2016; CAC, 2008). Les nouveau-nés sont
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particulierement vulnérables a I'infection en raison de leurs organes internes
immatures et de I'absence, chez eux, d'un systeme immunitaire développé (Vidic et
al., 2020; Ahern et al., 2019; Pajewska-Szmyt et al., 2019 ; Townsend et Forsythe,
2008). De plus, la flore commensale qui peut agir comme barriére a l'infection dans le
tube digestif n’est pas encore établie a ce stade précoce de la vie (Chap et al., 2009).
Bien qu’avec les traitements thermiques déployés dans la fabrication des PLI,
on peut avoir jusqu’a 10 réductions décimles pour les micro-organismes végetatifs, y
compris Salmonella, Cronobacter sakazakii et d'autres Enterobacteriaceae (WHO et
FAO, 2008). Cela ne permet pas d’avoir des produits stériles. La contamination des
PLIs peut étre une source de microorganismes pathogenes dangereux pour les
nourrissons (Costa et al., 2020; ;Chitrakar et al., 2019 ; Cho et al., 2019 ; Ramgopal et
al., 2019 ; Wu et al., 2018 ; Yong Yang et al., 2017; Cortese et al., 2016; CAC, 2008;
Forsythe, 2005). Par ailleurs, la présence des microorganismes dans les PLIs sert
d’indicateur du niveau d'hygiéne du process pendant la production (Vidic et al.,
2020 ; Zhao et al., 2020; Zhuang et al., 2019 ; Pei et al., 2018; Chap et al., 2009). En
raison de la faible activité d’eau (A,) des PLIs, les micro-organismes qui y sont
présents ne peuvent pas se développer mais le risque de multiplication reste probable

apres la reconstitution de la poudre.

I. 2. Sources de contamination bactérienne des PLIs
La contamination des PLIs peut provenir de sources intrinseéques ou
extrinséques (Pei et al., 2019 ; Zhuang et al., 2019 ; Cho et al., 2018; Pefa et al.,
2014 ; Buchanan et Oni, 2012 ; Becker et al., 1994).

Les sources intrinseques comprennent les matiéres premieres et les
ingrédients. En effet, la qualité et I'innocuité du produit fini dépendent fortement de la
qualité initiale du lait cru utilisé car la charge bactérienne augmentera trés

probablement pendant la transformation (Gopal et al., 2015).

La source extrinséque princiaple reste 1’environnement dans lequel la PLI est
fabriquée ou préparée a la consommation (Lu et al., 2019 ; Proudy et al., 2008 ; WHO
et FAO, 2008). La conatmination peut se produire pendant une mauvaise
manipulation par la maman, un nettoyage inadéquat des biberons, un réchauffage
multiple ou des procédures de réhydratation inappropriées, également la manipulation

et la préparation de PLI au niveau des unités de soins intensifs, disposant
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généralement comme réservoir microbien 1’environnement ou le personnel soignant

(Masood et al., 2015 ; Van Acker et al., 2001 ; Simmons et al., 1989).

L'hygiéne du personnel et les mauvaises pratiques d’hygiéne ont souvent été a
I'origine d'épidémies (Arsalan et al., 2013). Une contamination microbienne peut se
produire pendant le processus de fabrication et / ou pendant la reconstitution post-
fabrication de la PLI, pour cette raison en 2007, les directives FAO / WOH ont
suggerés un code international de pratiques hygiéniques pour les aliments pour
nourrissons et enfants. La PLI doit étre reconstituée a 70 °C, pour l'inactivation de la
croissance bactérienne (WHO et FAO, 2007).

En ce qui concerne les spores, celles-ci peuvent contaminer les poudres de lait
a travers leurs pénétration dans le lait cru via les tétines, outillage et ustensiles de la
traite et les cuves et tanks (Oliveira et al., 2016 ; CAC, 2008). Les spores peuvent
provenir du sol (Heyndrickx, 2011 ; Coorevits et al., 2008), des matieres fécales, de la
litiere, des aliments pour animaux ou des équipements de traite (Oliveira et al., 2016 ;
Licking et al., 2013 ; Kramer et Gilbert, 1989).

De plus, la contamination peut se produire pendant le transport de la ferme a
I'usine de transformation (Vidic et al., 2020 ; Oliveira et al., 2016), ainsi qu'au sein de
I'usine de transformation elle-méme (Burgess et al., 2010 ; Coorevits et al., 2008). La
formation de biofilms en surface des équipements représentent une préoccupation
majeure pour le secteur de la transformation de lait (Chitrakar et al., 2019 ; McHugh
et al., 2017 ; Pefia et al., 2014). Les biofilms, résistants au nettoyage, peuvent servir
comme réservoir de spores bactériennes qui peuvent ensuite se dissiper et contaminer
la poudre de lait en permanence (Pereira et Sant’Ana., 2018 ; McHugh et al., 2017 ;
Scott et al., 2007).

Les bactéries associées a la contamination de la PLI, en particulier les
Enterobacteriaceae, ont éte isolés de I'air ambaint des ateliers de fabrication (\Wu et
al., 2018 ; Jacobs et al., 2011). Des études ont montré que les bactéries pathogénes en
suspension dans lI'ambiance de fabrication pourraient contaminer le produit fini et
provoquer de graves infections néonatales. Ces études ont signalé la presence du
Cronobacter spp. dans les poussieres en suspension dans l'air collecte par les filtres a
air de lignes de production. Ainsi, les bactéries en suspension dans l'air sont

considérées comme une source potentielle de contamination des PLI et peuvent
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entrainer des problémes de qualité et de securité du produit fini (Wu et al., 2018 ;
Jacobs et al., 2011 ; Proudy et al., 2008).

Brandl et al (2014) ont étudié la distribution de microorganismes dans l'air d'une
usine suisse de transformation de lait en utilisant la méthode traditionnelle basée sur la
culture. Quatre-vingt-quatorze (94) types de colonies morphologiquement différentes
ont été identifiés a partir de l'air de différents sites d'échantillonnage. Ces isolats
comprenaient des agents pathogenes opportunistes, tels que : Roseomonas mucosa,
Bacillus cereus, Brevundimonas diminuta, Moraxella osloensis, Macrococcus
caseolyticus, Staphylococcus cohnii, Staphylococcus epidermidis et Staphylococcus
saprophyticus. La plupart des agents pathogénes opportunistes ont été isolés au niveau

du remplissage (Wu et al., 2018).

Il. 3. Bacteéries pathogénes isolées des PLIs

Dans les études citées prédemment, la majorité des micro-organismes en
suspension dans l'air été non cultivables. En effet, seuls 10% de micro-organismes
peuvent étre détectés par des méthodes basées sur la culture (Horner-Devine et al.,
2004; Riesenfeld et al., 2004). Pour surmonter cette lacune, la technologie de
séquencage peut étre utilisée pour fournir des informations plus détaillées concernant
les structures des communautés microbiennes associees aux PLIs. De plus, la
composition de la communauté microbienne de l'air d'une usine de PLI est supposée
étre tres diversifiée (Wu et al., 2018).Un groupe de consultation mixte FAO/WOH
(2004-2006) a identifié les principaux micro-organismes associés a la contamination
des PLIs et qui sont : Cronobacter spp. , Salmonella enteritidis, Enterobacter
agglomerans, Hafnia alvei, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter koseri, Citrobacter
freundii, Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Serratia spp.,
Acinetobacter spp., Bacillus cereus, Clostridium difficile, Clostridium perfringens,
Clostridium botulinum, Listeria monocytogenes. IIs ont mis 1’accent sur
Staphylococcus spp. Cronobacter spp. et Salmonella enterica qui ont été identifiés
comme les agents pathogeénes les plus préoccupants (Kent et al., 2015). En 2004, le
groupe d’experts scientifiques sur les dangers biologiques (groupe Biohaz) faisant
partie de I’ Autorité européenne de sécurité sanitaire des aliments (EFSA) ont exprime
un avis sur les risques microbiologiques liés aux préparations pour nourrissons,
concluant que les bactéries Salmonella et E. sakazakii étaient les microorganismes les
plus inquiétants (EFSA, 2004).
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1. 3.1. Bactéries pathogénes non sporulées isolées des PLIs

1. 3.1.1. Cronobacter spp.

Cronobacter spp., en particulier Cronobacter sakazakii, ont étés associés a
plusieurs foyers et cas sporadiques de maladies impliquant des nouveau-nés (Masood
et al., 2015 ; Iversen et Forsythe, 2004). En 2006, 'OMS a déclaré qu’il a été prouvé
de facon convaincante, tant sur le plan épidémiologique que microbiologique que les
PLIs contaminées par Cronobacter spp. constituaient un véhicule et une source
d'infection chez les nourrissons (WHO et FAO, 2006). Le tableau N°1 résume les cas
constatés et les investigations menées sur ce pathogéne dans les LPIs.Cronobacter
sakasakii est considéré comme un contaminant pathogéne émergeant des PLIs. Il
provoque une forme potentiellement mortelle de méningite néonatale, de bactériémie,
d'entérocolite nécrosante et de méningo-encéphalite nécrosante chez les nourrissons
sains, prématurés et immunodéprimés (Masood et al., 2015 ; WHO et FAO, 2008;
Van Acker et al., 2001 ; Simmons et al., 1989)

Tableau 1 : Incidence de Cronobacter spp.et Cronobacter sakazakii dans les PLIs

Microorganisme Pays Aliment Référence
C. sakazakii Pays-Bas PLI (WHO et FAO, 2008)
C. sakazakii Etats Unis PLI (WHO et FAO, 2008)
C. sakazakii Inde PLI (WHO et FAO, 2008)
C. sakazakii Japon PLI (WHO et FAO, 2008)
C. sakazakii France PLI (Masood et al., 2015)
Cronobacter spp. Iselande PLI (WHO et FAO, 2008)
Cronobacter spp. Etats Unis PLI (Simmons et al., 1989)
Cronobacter spp. France PLI (WHO et FAO, 2008)
Cronobacter spp. Belgique PLI (Ve é‘ggig S,
Cronobacter spp. N;e‘fgﬁgg PLI (WHO et FAO, 2008)
Cronobacter spp. Jordanie PLI (Chap et al., 2009)
Cronobacter spp. Chine PLI (Lu et al., 2019)
Cronobacter spp. Chine PLI (Pei et al., 2019)
Cronobacter spp. Allemagne PLI (Fricker-Feer , 2012)
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1. 3.1.2. Salmonella spp.

Les Salmonelles ont été a 1’origine d'infections et de maladies graves chez les
nourrissons pouvant entrainer d’importantes séquelles de déeveloppement et par fois
méme la mort (Gurtler et Beuchat, 2007 ; WHO et FAO, 2006). L'incidence de la
salmonellose chez les nourrissons est plus élevée que dans tous les autres groupes
d'age. Six foyers d'infection a Salmonella associés aux PLIs au cours de la période
1985-2005, impliquant environ 290 nourrissons, indiquent clairement que la
contamination de la PLI par des espéces de Salmonella (Cahill et al., 2008). Le
tableau N°2 résume les incidents d’épidémies et les investigations de Salmonella spp.
dans la PLI.

Tableau 2 : Incidence de sérovars de Salmonella inféodés a la PLI et impliqués dans

des cas d’infections dans certains pays (Cahill et al., 2008).

Sérovars de Salmonella Pays Nomre de cas
ealing Royaume-Uni 48
tennessee Etats Unis, Canada >3
virchow Espagne >48
anatum Royaume-Uni, France 17
london République de Corée 30
agona France 141

1. 3.1.2. 3. Autres bactéries pathogénes
D’autres bactéries sont susceptibles de contaminer la PLI et de provoquer des
infections graves (diarrhées, entérocolites nécrosantes, méningites ou septicémies),
parfois sous forme épidémique dans les services de pédiatrie, le tableau N°3
synthétise quelques données relatives a des épisodes infectieux dus a des bactéries

non sporulées inféodées aux PLIs.

Tableau 3 : Incidence de bactéries pathogénes inféodées aux PLIs dans quelques pays

Pays Organismes Références
Brésil Acinetobacter baumannii
Enterobacteriaceae Chap et al., 2009
Pantoea spp.

Royaume-Uni Citrobacter freundii
Klebsiella ozaenae
Pantoea spp. Iversen et Forsythe, 2004
Rahnella aquatilis
Serratia ficaria
Clostridium botulinum Brett et al., 2005
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Chine Staphylococcus aureus Wang et al., 2012
Klebsiella pneumoniae Zhou et al., 2011
Aeribacillus pallidus
Bacillus thermoamylovorans
Brevibacillus brevis
Lysinibacilluss phaericus
Paenibacillus macerans
Virgibacillus proomii
Listeria monocytogenes

Egypte Staphylococcus aureus El-Gamal et al., 2013

Sadiq et al., 2016

Pakistan Bacillus cereus Arsalan et al., 2013

1. 3. 2. Bactéries sporulées pathogénes

Les bactéries sporulées qui en fonction de leur température optimale de
croissance, peuvent étre classées comme thermophiles, mésophiles ou
psychrotolérantes, représentent un souci majeur pour les transformateurs du lait en
poudre. Les bactéries sporulées thermophiles sont les plus répandues dans les produits

laitiers secs (Gopal et al., 2015).

Comprendre les facteurs qui conduisent a la prolifération et a la survie des
bactéries sporulées dans les usines de production de la PLI est indispensable pour
controler et réduire leurs présence (Watterson et al., 2014). En effet, contrairement
aux cellules végétatives, les spores bactériennes peuvent survivre aux traitements
thermiques utilisés dans les process de fabrication (Zhuang et al., 2019;Alvarenga et
al., 2018; McHugh et al., 2017 ; Watterson et al., 2014). Cependant, la littérature se
concentre principalement sur Cronobacter sakazakii. Les bactéries sporulées, en
particulier, Bacillus spp. sont faiblement signalées dans les PLIs (McHugh et al.,
2017 ; Gopal et al., 2015 ; Hwang et Park., 2015 ; Becker et al., 1994 ).

Les principales bactéries sporulées isloées des PLIs sont identifiées comme
des espéces de la classe des Bacilli, dont beaucoup sont capables de former des
endospores (Checinska et al., 2015 ; Watterson et al., 2014), parmi lesquelles on
distingue les genres Bacillus, Anoxybacillus, Geobacillus, Lysinibacillus,
Brevibacillus et Paenibacillus. Ces bactéries ont en commun la possibilité de former
une endospore résistante au stress (McHugh et al., 2017). Une fois les poudres de lait
réhydratées, les spores peuvent germer avec [’activation des récepteurs de
germination, soit en réponse a des nutriments appelés germinants ou par activation
thermique (McHugh et al., 2017 ;Gopal et al., 2015;Hwange et Park.,
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2015 ; Watterson et al., 2014; Becker et al., 1994). Si le milieu devient favorable, les
bactéries sporulées peuvent germer et proliférer, en provoquant une détérioration de
’aliment ou une intoxication alimentaire (Ozdemir et Arslan, 2019; Pia et al., 2019;
Pereira et al., 2018; Oliveira et al., 2018; Oliveira et al., 2016; Hwang et Park., 2015;
Checinska et al., 2015; De Jonghe et al., 2010), et surtout en I'absence de la
concurrence des bactéries non sporulantes qui sont généralement éliminées lors des
traitements thermiques partiqués dans les process (Yang et al., 2017 ; Kent et al.,
2015 ; WHO et FAO, 2004).

Parmi les bactéries sporulées identifiées dans les poudres de lait, on distingue
des représentants spécifiques de Clostridium spp. et de Bacillus spp. qui sont les plus
préoccupants du point de vue de la sécurité sanitaire en raison de leur résistance au
stress environnemental (McHugh et al., 2017). Les bactéries sporulées qui
contaminent les produits laitiers peuvent egalement différer en raison de la préférence
des conditions anaérobies ou aérobies (Gopal et al., 2015) et il convient de noter que
dans le cas des poudres de lait, les bactéries anaérobies sporulées, comme les
Clostridium spp. sont moins fréquentes que les bactéries sporulées aérobies, cela peut
étre d0 au degré élevé d'aération impliqué dans le traitement des poudres lait
(McHugh et al., 2017).

Généralement, les PLIs sont connues pour étre principalement contaminées par
des bactéries sporulées aérobies du genre Bacillus (Hwang et Park, 2015 ; Di Pinto et
al., 2013 ; Haughton et al., 2010 ; Rowan et al., 1997 ; Becker et al., 1994). Le

tableau N°4 résume I’incidence des Bacillus spp. dans les PLIs.

Tableau 4 : Incidence des Bacillus spp.dans la PLI

Echantillons Echantillons

Microorganismes Pays . ) Références
testes positfs
Bacillus cereus 17 pays 261 54% Becker et al., 1994
Bacillus cereus Chili 94 39% Reyes et al., 2007
Bacillus spp. Chine 12 100% Sadig et al., 2016
Bacillus cereus Chine / / Zhuang et al., 2019
Bacillus cereus Chine 6656 7.53% Pei et al., 2018
Bacillus cereus Corée du
) o 99 / Hwang et Park., 2015
Bacillus thuringiensis Sud
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Bacillus cereus Ecosse 100 17% Rowan et al., 1997

Bacillus cereus Egypte 45 100% Sadek et al., 2018

Bacillus cereus Irelande 100 24% Haughton et al., 2010
Bacillus spp. Italie 60 18% Di Pinto et al., 2013

I11. La flore aérobie sporulée inféodée aux PLIs

I11. 1. Le Genre Bacillus

Le genre Bacillus englobe des bactéries ubiquitaires & Gram positif, sporulées,
aérobie-anaérobies facultatives en forme de batonnets trés répandues dans
I’environnement car leurs besoins nutritionnels sont trés basiques (Ozdemir et Arslan,
2019). Ce genre est connu pour son extréme diversité phénotypique et son
hétérogénéité (Ozdemir et Arslan, 2019; Pefia et al., 2014 ; Heyndrickx, 2011;From et
al., 2005). Suite au developpement des techniques de biologie moléculaire, ce genre a
subi une reclassification considérable (Maughan et Van der Auwera, 2011). Les
bactéries du genren Bacillus ont la capacité de produire une multitude d'enzymes,
d'antibiotiques et de métabolites qui sont utilisées également dans de nombreux
processus medicaux, pharmaceutiques, agricoles et industriel. (Celandroni et al.,
2019), cependant, elles peuvent aussi produire plusieurs types de toxines,
d'’hémolysines et de DNases, qui sont d'importants déterminants pathogenes (Sadiq et
al., 2018 ; Ouoba et al., 2008; Farrar et Reboli, 2006 ; Rowan et al., 2001).

Les endospores des Bacillus résistent aux conditions environnementales
difficiles ainsi qu'aux procédures de désinfection (Ozdemir et Arslan, 2019).Les
caracteres adhésifs de certaines spores peuvent aider a leur fixation sur les
équipements du process constituant un point de contamination permanent (Checinska
et al., 2015; Burgess et al., 2010). Les bactéries sporulées du genre Bacillus
constituent la majorité de la flore aérobie sporulée dans le lait cru (Coorevits et al.,
2008).

Parmi les espéces de Bacillus, on distingue : Bacillus cereus, Bacillus
anthracis et Bacillus thuringiensis qui sont des agents pathogenes opportunistes
courants chez I'Homme et I'animal (Farrar et Reboli, 2006). Bacillus cereus et d'autres
especes, notamment Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis et Bacillus pumilus, ont

également été impliquées dans des intoxications alimentaires et d'autres infections
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chez I'Homme (Ozdemir et Arslan 2019; Logan, 2012 ; Ouoba et al., 2008; De Jonghe
et al., 2010; From et al., 2005 ; Rowan et al., 2001).

Les Bacillus spp. produisent plusieurs enzymes a savoir ; phospholipase C
specifique de la phosphatidylcholine (lécithinase) et du phosphatidylinositol, de
I'amylase, de la protéase, de la sphingomyélinase, de la collagénase, de la gélatinase et
de la lipase, provoquent la détérioration des aliments et dégradant ainsi leurs qualité
organoleptique (Sadig et al., 2018 ; Sadiq et al., 2016; Hwang et Park, 2015 ; Licking
etal., 2013 ; De Jonghe et al., 2010).

L’omniprésence des espéces de Bacillus en abondance dans I’environnement
augmente la probabilité de la contamination du lait en commencant de la traite
jusqu’au produit final, et il est rarement possible de déterminer exactement la
véritable source de contamination par Bacillus dans les produits laitiers ou leur
présence est inévitable, probablement, il s’agit d’un processus cumulatif (Oliveira et
al., 2016 ; CAC, 2008) au cours de la collecte du lati cru, de son transport, de son
stockage et de sa transformation. De plus, la formation de spores leur permet de
survivre a la pasteurisation (Zhuang et al., 2019; Alvarenga et al., 2018; Cho et al.,
2018; McHugh et al., 2017 ; Becker et al., 1994 ; Vidic et al., 2020 ; Oliveira et al.,
2016). Néanmoins, les sources de contamination les plus courramment citées
comprennent le sol (Heyndrickx, 2011 ; Coorevits et al., 2008), la litiére, I'ensilage,
les matieres fécales, lI'eau de rincage de I'équipement de traite et les aliments.
(Oliveira et al., 2016 ; Lucking et al., 2013; CAC, 2008 ; Kramer et Gilbert, 1989).
Une fois le lait cru contaminé par ces espéces d'altération, I'ensemble de la ligne de
transformation du lait est affecté puisque certains Bacillus spp. produisent des spores
hautement hydrophobes qui peuvent adhérer fermement aux matériaux inertes utilisés
dans la transformation pour former des structures multicellulaires appelées biofilms
(Gopal et al., 2015). Une fois attachés aux équipement de fabrication, ces biofilms
deviennent un réservoir de spores, qui agissent comme la principale source de
contamination du produit laitier final, indiquant une mauvaise hygiene (Checinska et
al., 2015; Burgess et al., 2010).

Parmi les especes de Bacillus, les souches psychrotolérantes de B. cereus sont
les souches prédominantes dans le lait cru (Scheldeman et al., 2006). B. licheniformis,
B. pumilus et B. subtilis représentent les principales especes sporulées mésophiles

(Logan, 2012; De Jonghe et al., 2010; From et al., 2005) tandis que les souches
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thermotolérantes de B. licheniformis sont les especes plus thermophiles ou
thermotolérantes répandues (Sadiq et al., 2016 ; Watterson et al., 2014 ; Haughton et
al., 2010; Rowan et al., 1997 ; Burgess et al., 2010).

I11.  1.1. Groupe Bacillus cereus

Le groupe Bacillus cereus, également connu sous le nom de B. cereus sensu lato,
est une subdivision du genre Bacillus qui se compose de huit espéces officiellement
reconnues: B.cereus sensu stricto, B.anthracis, B.thuringiensis, B.weihenstephanensis,

B. mycoides, B. pseudomycoides, B. cytotoxicus (EFSA, 2016 ; Dréan et al ., 2015).

B. cereus sensu stricto est largement ubiquitaire dans le sol, la poussiére, l'air et I'eau
et résiste aux facteurs destructeurs de I'environnement (Zhuang et al., 2019 ; Wu et al.,
2018 ; Alvarenga et al., 2018; McHugh et al., 2017; Heyndrickx, 2011). B. cereus est
considéré comme un contaminant naturel et majeur des produits laitiers, et un
important pathogéne opportuniste communément associé aux maladies gastro-
intestinales d'origine alimentaires (Peiet al., 2018 ; Hwang et Park, 2015 ;Veysseyre
et al., 2015; Heyndrickx, 2011 ; Farrar et Reboli, 2006 ; Hilliard et al., 2003). Il a été
suggéré qu’il pourrait étre utilisé comme indicateur de sécurité microbiologique
approprié dans le cas des PLIs (Zhao et al., 2020; Vidic et al., 2020 ; Zhuang et al.,
2019 ; Yang et al., 2017 ; Pefa et al., 2014; Scott et al., 2007; Kramer et Gilbert,
1989).

Habituellement, la PLI est contaminée par B. cereus via le lait cru (Oliveira et
al., 2016 ; Arsalan et al., 2013; De Jonghe et al., 2010 ;Coorevits et al., 2008 ; CAC,
2008 ). B. cereus représente un haut risque pour les nouveau-nés. Il est impliqué dans
deux types d'intoxications alimentaires :

1) Syndrome diarrhéique, ou I'entérotoxine responsable est produite par les cellules
végétatives dans l'intestin gréle aprés la germination des spores bactériennes, et;

2) Syndrome émétique qui est vraisemblablement la conséquence d'une intoxication
par la cereulide, précédemment formée dans les aliments par B. cereus. (Zhao et al.,
2020 ; Sadek et al., 2018 ; EFSA, 2016 ; Hwang et Park, 2015 ; Di Pinto et al., 2013 ;
Guinebretiere et al., 2002)

La virulence de B. cereus a été attribuée a divers facteurs extracellulaires
(Zhuang et al., 2019 ; Hwang et Park, 2015 ; Minnaard et al., 2007), I'hnémolysine BL
(HBL) (Beecher et Lee Wong, 2000) et I'entérotoxine non hemolytique (NHE) (Lund
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et Granum, 1997). Il existe également d'autres facteurs qui sont des produits
monogéniques codes par entFM (entérotoxine FM), bceT (entérotoxine B. cereus) et
cytK (cytolysine K) (Fagerlund et al., 2004; Lund et al., 2000).

I11. 1. 2. Groupe Bacillus subtilis

Le groupe B. subtilis est étroitement apparenté au groupe B. cereus et ne s’en
distingue pas facilement (Ogier et al., 2019 ; Adekambi et al., 2008; Case et al., 2007;
Durak et al., 2006). Les cellules de ces organismes mesurent moins de 1 um de large,
les sporanges ne sont pas gonflés et les spores sont ellipsoidales. En général, les
souches du groupe B. subtilis sont mésophiles et neutrophiles, en ce qui concerne le
pH mais sont souvent tolérants a des niveaux de pH plus élevés.

Le groupe B. subtilis comprend : B. subtilis subsp. subtilis, B. subtilis subsp.
spizizenii, B. mojavensis, B. vallismortis, B. clausii, B. atrophaeus, B.
amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. sonorensis, B. firmus, B. lentus et B.
sporothermodurans (PHE et NHS, 2018). Le degré de similitude entre Bacillus
subtilis et ses espéces étroitement apparentées est > 99% pour le niveau de séquence

d’ARNr 16S (Jeyaram et al., 2011).

1. 1. 3. Bacillus licheniformis

Bacillus licheniformis est I'une des espéces de Bacillus les plus répandues et
les plus rencontrées dans le lait cru et dans les chaines de transformation laitiére
(Watterson et al., 2014, lvy et al., 2012 ; Yuan et al., 2012 ;Haughton et al., 2010;
Ruckert et al., 2004 ; Rowan et al., 1997). Bien que B. licheniformis ne soit pas classé
comme pathogéne humain, cette bactérie est connue pour sa détérioration du lait et les
produits laitiers, et pose des problémes de conformité aux spécifications et provoque
des effets néfastes sur les propriétés organoleptiques et fonctionnelles du lait par la
production des enzymes de détérioration (Sadiq et al., 2016 ; Licking et al., 2013; De
Jonghe et al., 2010). La majorité des souches de B. licheniformis mais certaines sont

considérées comme des thermophiles ou tout au moins thermotolérantes.

Ce type de souches est trés répandu dans I’environnement de la production
laitiere. En effet, Bacillus licheniformis est le deuxieme sporulé thermophile le plus
détecté dans une enquéte sur 28 échantillons de lait en poudre provenant de 18 pays
différents, avec une occurrence totale de 39,2% (Sadig et al., 2016; Watterson et al.,
2014 ; Haughton et al., 2010; Rowan et al., 1997; Riickert et al., 2004). Des études
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sur les effets saisonniers de la flore bactérienne des exploitations agricoles du
Midwest américain (lait en vrac, environnement et ensilage de mais) ont identifié que
B. licheniformis était I'espéce prédominante en été (49,4%) ainsi qu'en hiver (62%)
(Buehner et al., 2015). Conformément a d'autres études, les préparations pour
nourrissons et les poudres de lait entier échantillonnées aupres de divers fabricants en
Chine ont identifié B. licheniformis comme le bacille thermophile le plus répandu
dans les poudres de lait chinois, avec une présence de 36,8% sur 801 isolats (Yuan et
al., 2012). La forte prévalence de B. licheniformis dans les échantillons de lait est
potentiellement attribuée a sa large distribution dans I'environnement et dans les
exploitations laitieres, par exemple, les concentrés d'aliments pour animaux, les
matiéres fécales, les mamelles et les trayons souillés, le lait cru ainsi que la
contamination d'origine industrielle (Oliveira et al., 2016 ; Licking et al., 2013; CAC,
2008 ; Kramer et Gilbert, 1989 ; Ruckert et al., 2004)

I11. 2. Toxicité de Bacillus spp. autres que Bacillus cereus

Il est largement connu que B. cereus est gnéralement 1’espéce qui présente un
probleme de santé publique, en termes de maladies d'origine alimentaire. Cependant,
quelques autres espéces de Bacillus spp. sont aussi capables de provoquer des
maladies d'origine alimentaire (EFSA, 2016 ; Logan, 2012 ; From et al., 2007 ;
Kramer et Gilbert, 1989). Les membres de ce genre sont considérés comme non
pathogenes a I’exception de B. anthracis et B. cereus (Gopal et al., 2015). Il existe
peu d'informations dans la littérature sur la pathogénie des Bacillus spp. autres que B.
cereus (EFSA, 2016). Les infections a Bacillus spp. sont majoritairement associées a
I’ingestion d’une importante quantité de cellules de la bactérie ou des toxines qu’elle
peut produire (Stenfors Arnesen et al., 2008). Par exemple, les pathologies d’origine
alimentaire provoquées par B. subtilis, B. licheniformis, B. pumilus, ont toujours été
associées & une population dans les aliments responsables, de 1’ordre de 10° cellules
ou spores par gramme (Kramer et Gilbert, 1989).

Bacillus spp. a été indiqué comme agent causal de deux épidémies de preuves
solides signalées en 2009 et 2012 comme étant associées a la consommation de
légumes et jus de fruits et autres produits dérivés ainsi que d’autres aliments (EFSA,
2016). 1l a eté signalé que d'autres especes de Bacillus telles que B. pumilus et B.
subtilis, souvent isolées du lait et de la ferme, produisent soit de la céreulide putative,

la toxine émétique produite par B. cereus ou d'autres substances entérotoxiques qui
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peuvent étre nocives pour I'homme (Nieminen et al., 2007; Yoo et al., 2014). B.
subtilis, d'autre part, bien gu'il ne soit pas traditionnellement classé comme un agent
pathogéne humain, mais il a été impliqué dans des cas d'intoxication alimentaire, par
exemple lors d'une épidémie de 2005 dans un jardin d'enfants causée par du lait en
poudre, les vomissements étant le symptdome le plus courant, mais s'accompagne
souvent de diarrhée (Pavic et al., 2005; Logan, 2012). D'autres especes de Bacillus
telles que B. subtilis, B. licheniformis, B. pumilus, B. megaterium, ont été rapportés
comme productrices d’entérotoxines et des toxines émétiques impliquées dans les
maladies d'origine alimentaire (Rowan et al., 2003; From et al., 2005; Salkinoja-
Salonen et al., 1999; From et al., 2007). D'aprés From et al. (2007), ils ont identifié
une toxine, la pumilacidine, produite par B. pumilus, comme la cause probable d'une
épidémie d'intoxication alimentaire avec des symptémes aigus se développant pendant
les repas, suivie quelques heures plus tard par des crampes d'estomac et des diarrhées
de plusieurs jours. Une analyse approfondie sur le genre Bacillus, réalisée par De
Jonghe et al. (2010), a démontré que les tests cellulaires ont confirmé la production et
fonctionnalité des toxines thermolabiles par Bacillus circulans, Bacillus lentus,
Bacillus subtilis. Ainsi que pour Bacillus licheniformis (Beattie et Williams, 1999;
Lindsay et al., 2000), Bacillus pumilus (Lindsay et al., 2000), Bacillus
amyloliquefaciens (Phelps et McKillip, 2002), Bacillus mojavensis (From et al.,
2007), Bacillus simplex, Bacillus firmus, Bacillus megaterium (Taylor et al., 2005) et

Bacillus circulans et Bacillus lentus (Beattie et Williams, 1999).

I11. 3. Identification moléculaire des Bacillus

L'identification précise des pathogénes d'origine alimentaire, comme les espéces
de Bacillus, est difficile en raison de leurs propriétés morphologiques et biochimiques
similaires (Ozdemir et Arslan, 2019; Hwang et Park, 2015 ; Pefia et al., 2014 ; Logan
2012 : Heyndrickx, 2011; From et al., 2005). A ce jour, lidentification et la
caractérisation génotypique des espéces de Bacillus ont eté étudiees par diverses
méthodes moléculaires reposant sur le séquencage des génes 16S ARNr, gyrA, gyrB
et rpoB (Ogier et al., 2019 ; Ozdemir et Arslan 2019 ; Kent et al., 2016 ; Kovac et al.,
2016, lvy et al., 2012, Ki et al., 2009 ; Adékambi et al., 2008 ; Case et al., 2007;
Durak et al., 2006). L'analyse de la séquence du gene de I'ARNr 16S est couramment

utilisée pour l'identification et la construction de relations phylogénétiques entre les
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especes. Cependant, le séquencage du gene de I'ARNr 16S ne peut pas différencier
entre des especes ou des sous-especes étroitement apparentées (Ogier et al., 2019 ; vy
etal., 2012 ; Ki et al., 2009 ; Case et al., 2007; Durak et al., 2006).

Les génes de menage (Housekeeping genes) utilisés comme marqueurs
phylogénétiques, tels que gyrB (la protéine de sous-unité 3 de I'ADN gyrase) et rpoB
(la protéine de sous-unité f de I'ARN polymérase), sont généralement plus conservés
parmi les espéces bactériennes que le gene de I'ARNr 16S (Ki et al., 2009; Farrar et
Reboli, 2006). Les séquences des genes gyrB et rpoB offrent ainsi une haute
résolution parmi les especes étroitement apparentées des groupes Bacillus (Kent et al.,
2016 ; Liu et al., 2013; lvy et al., 2012 ; Case et al., 2007;). Dans des études
précédentes, le séquencage de génes domestiques s'est révélé plus approprié que le
séquencage d'ARNTr 16S pour discriminer certaines especes de Bacillus (Ogier et al.,
2019; Ki et al., 2009).

I1l. 4. Antibioresistance Bacillus

Jusqu’a une période récente les antibiotiques étaient considérés comme un
reméde miracle. Malheruerusement, aujourd’hui, 1’usage abusif des antibiotiques a
conduit & ce que ’on nomme « le paradoxe des antibiotiques » : ces substances
travaillent a leur propre échec du fait qu’elles sélectionnent inevitablement les
souches bactériennes qui leurs résistent (EFSA, 2016; Veysseyre et al.,
2015).L'émergence accélérée de la résistance aux antibiotiques chez les Bacillus spp.
représente une réelle menace pour la gestion des maladies infectieuses. Le traitement
de certaines infections a Bacillus est compliqué par le fait qu'elles ont une évolution
rapide et progressive avec une incidence élevée de multirésistance (Arslan et al,
2014). La vancomycine, le chloramphénicol, la rifampicine, la clindamycine, la
ciprofloxacine et la gentamicine peuvent étre utilisées pour traiter les infections a
Bacillus. Les pénicillines et les céphalosporines sont inefficaces, sauf contre B.
anthracis qui est pratiquement sensible a la pénicilline (Farrar et Reboli., 2006). Les
souches de B. cereus produisent des - lactamases a large spectre (Blal, Bla2, Bla3)
et sont naturellement résistantes aux pénicillines et aux céphalosporines y compris
celles de la troisieme génération. L’imipénéme est actif avec des concentrations
minimales inhibitrices (CMI) basses, mais la métallo-enzyme bla2 est capable de
dégrader faiblement les carbapénemes (Bottone, 2010).
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1. 5. Réglementation sur les Bacillus spp. dans la PLI

L’US Dairy Export Council (USDEC) a mis en place des limites <2,7 log
UFC/g de spores thermophiles et <3 log UFC/g de spores mésophiles pour le lait
écréme et le lait entier en poudre destinés aux préparations pour nourrissons en poudre
(Watterson et al., 2014). En Irlande, la Food SafetyAuthority of Ireland (FSAI) a mis
en place un critére de spores aérobies dans le lait en poudre inférieur a 4 log UFC/g
(FSAI, 2014). D’autre part, il convient de noter que le réglement (CE) n ° 1441/2007
de la Commission du 5 décembre 2007 modifiant le reglement (CE) 2073/2005
concernant les criteres microbiologiques pour les denrées alimentaires établit un
critére d'hygiéne pour les présomptions de Bacillus cereus (EN / ISO 7932) pour les
préparations pour nourrissons séches et les aliments diététiques secs a des fins
médicales destinés aux nourrissons de moins de 6 mois a la fin du processus de
fabrication avec les paramétres suivants: m = 50 UFC/ g, M =500 UFC/g, n=5etc =
1. Ce critére microbiologique est appliqué au niveau de I'Union Européenne (EFSA,
2016). La méme limite maximale M = 500 UFC/g est retrouvée dans la
réglementation algérienne des critéres microbiologiques applicables a B. cereus pour
la poudre de lait infantile (JORA, 2017).
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La partie expérimentale de ce travail de recherche a été menée au sein des cing

laboratoires suivants :

1) Laboratoire de Microbiologie Appliquée a 1’Agroalimentaire et
I’Environnement (LAMAABE), Université Abou-BekrBelkaid-Tlemcen,
Algérie.

2) Laboratoire de Valorisation des Ressources Végétales et Sécurité Alimentaire
dans les zones semi-arides (VRVSA), Université Tahri Mohamed, Bechar,
Algérie.

3) Laboratoire de Microbiologie Quantitative des Aliments, Faculté de Génie
Alimentaire, université de Campinas, Brésil.

4) Laboratoire de Chimie Organique, Institut de Chimie, Université de Campinas,
Brésil.

5) Laboratoire de Recherche Translationnelle et de Nouvelles technologies en

Médecine et Chirurgie. Université de Pise, Italie.
I. Echantillonnage

1.1. Etude de marché algérien de la poudre de lait infantile

En Algérie la PLI est un produit importé, vendu dans des boites métalliques
contenant généralement 400 g de produit. Durant I’année 2015, une enquéte a été
menée afin de cibler les marques les plus vendues (donc les plus consommées) en
Algerie. Nous avons essayeé de toucher le maximum de régions du pays : le Nord, Est,
Centre, Ouest et le Sud.

L’enquéte a visé les différentes marques de poudre de lait infantile (PLI)
commercialisées sur le marché algérien, par une exploration statistique au niveau des
points de ventes de la PLI, et aussi, un questionnaire-sur les choix de leurs marques

de PLI préférées- destiné aux parents donnant a leurs enfants -en bonne santé- la PL1I.

L’enquéte a été menée sur plus de 100 points de vente repartis sur tous le
territoire national. Par ailleurs, environ 2000 parents ont été questionnés. Pour ce
faire, nous avons congu et distribué des tableaux a renseigner afin de collecter les

données nécessaires a la détermination des marques les plus consommeées.
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L’objectif principal de cette enquéte était de déterminer les trois marques les

plus vendues qui vont servir de base a 1’échantillonnage de ce travail.

1. 2. Prélevement des échantillons

Dans le cadre de ce travail, 270 boites représentant 54 échantillons des trois
marques les plus consommeées que nous avons dénommeées PLI-1, PLI-2 et PLI-3 ont
été prélevés sur les points de vente durant la période allant de Janvier 2016 a Juin
2017. Les échantillons séléctionnés ne doivent pas avoir dépassé 50% de leur durée de
vie. Pour chaque marque on a prélevé des PLIs destinés a deux ages différents : PLI
1% age destinée aux nouveaux nés jusqu'a 1’age de six mois, et les PLI 2°™ age

destinées pour les nourrissons de six (06) adouze (12) mois d’age (Figure2).

L’échantillonnage a été réalisé selon le plan de la figure 2 : 3 marques, 2 ages,
9 échantillons/age/marque soit 54 échantillons. Chaque échantillon est constitué de 5

unités (boites) soit au total, 270 boites de poudre de lait acquises et analysées.

0 échantillons 9 échantillons

»
| gl

[ 5 unités / échantillons J

Figure 2 : Plan d’échantillonnage des PLI de trois marques

I1. Analyses microbiologiques

Il. 1. Préparation des échantillons

Pour chaque analyse effectuée, les échantillons ont été ramenés au laboratoire
durant les deux heures qui précede les manipulations. Apres la désinfection de la boite

métallique avec de 1’alcool, on a pesé vingt 20 g de la PLI pour chaque unité analysée,
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pour lesquels on a ajoutés a 180 ml de TSE (Tryptone, Sel, Eau) (Biokar, Beauvais
Codex, France) dans un sac de Stomacher stérile, 'hnomogénéisation a été assurée par
Stomacher (® 400 Circulator, Seward, UK) en utilisant 260 rpm/ min pendant 2 min,
ce qui donne au final une dilution mére de 10™%. A partir de la dilution mére, une série
de dilutions décimales successives ont été réalisées (10, 103, 10 dans le diluant

maximum recovery (Biokar, Beauvais Codex, France) pour chaque unité.

Il. 2. Dénombrement de la flore mésophile aérobie totale FMAT

A partir des tubes des dilutions décimales préparés, on a mis aseptiquement 1
mL dans une boite de Pétri vide auparavant étiquetée pour le repérage du numéro de
I’échantillon, de ’unité et de la répétition. Apres, on a versé environ 15 mL de milieu
gélosé PCA «Plat Count Agar » (Oxoid Ltd, Hampshire, UK) fondu et maintenu en
fusion a 45°C. L’inoculum est mélangé avec la gélose, par agitation douce et
circulaire sur la paillasse pour assurer I’homogénéisation. On a dupliqué les boites
pour chaque dilution. A la fin on a laissé solidifier le milieu et on a incubé les boites a

37C° pendant 24h a 48h comme le montre la Figure 3.

Iml Iml Iml Iml
@ 4 o AT
"‘l > )
N

102 103 104

R

180 ml de TSE

+
20 g de PLI

Incubationa 37°C

10_1 [ Pca

Figure 3 : Préparation des dilutions et I’ensemencement des boites de Pétri pour le
dénombrement de la FMAT

Il. 3. Dénombrement des spores aerobies

A partir de la solution mere apres la reconstitution de la PLI, des dilutions en
série ont été préparées rapidement dans le diluant maximum recovery (Biokar,
Beauvais Codex, France) et soumises a un choc thermique de 80°C pendant 12 min

(Kentetal., 2016), ce traitement permet d’éliminer la flore végétative présente dans la
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PLI et de sélectionner les bactéries sporulées. Ensuite, les tubes ont été refroidis a
température ambiante sous 1’eau de robinet. De chaque dilution, a 1’aide d’une
micropipette contenant un embout stérile un volume de 0,1 mL d’inoculum a été
ensemencé par etalement en surface de la boite contenant du milieu PCA
préalablement coulée et solidifiée dans des conditions d’asepsie sur la paillasse.
Quatre boites ont été utilisées pour chaque dilution. Deux boites de chaque dilution
ont été mises en incubation & 37°C pendant 24 a 48 h pour le comptage des spores
mésophiles, et les deux autres boites incubées a 55° C pendant 24 a 48h (Figure 4)
pour le comptage des spores thermophiles (Kent et al., 2016). Le nombre de colonies

de bactéries sporulées mésophiles et thermophiles a été compté et exprimé spores/g.

Iml Iml Iml Iml

( : V' &Y ¥ a%W oS Choc thermique

12 min a 80°C

.

Refroidissement

por
180 ml de TSE liiciibati
+ ncubation
20 g de PLI = } 437°C
11
= .
10.1 — } ab55°C

Figure 4 : Préparation des dilutions et I’ensemencement des boites de Pétri pour le
dénombrement des spores aérobies

Il. 4. Lecture et interprétation

Les colonies des boites contenant entre 30 et 300 colonies, pour les deux
dilutions successives. Le résultat est rapporté en UFC/g pour la flore mésophile
aérobie totale et spore/g pour les spores aérobies 1’aide la formule de la norme
AFNOR (1994):

>C

V (n+ 0,1n,) d

ou:
N: Nombre d’UFC/g ;
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XC : Somme des colonies comptées sur les boites retenues de deux dilutions
successives;

V : Volume de I"inoculum appliqué a chaque boite, en mL;
Ny : Nombre des boites retenues a la premiére dilution;
n, : Nombre des boites retenues a la seconde dilution;

d : Taux de dilution correspondant a la premiére dilution retenue.

Il. 5. Obtention des isolats

A partir des boites de Pétri ayant servi pour le dénombrement des spores
aérobies, des colonies représentatives et de différents aspects ont été repérées et
prélevées avec un maximum de cing (05) colonies par boite.

Les colonies prélevées sont repiquées dans le milieu BHI (bouillon au ceeur-
cerveau) (Biokar, Beauvais Codex, France) et incubées pendant 24h a 37°C pour les
meésophiles et & 55°C pour les thermophiles. A partir de cette culture des stries ont été
effectuées sur la gélose PCA (Oxoid Ltd, Hampshire, UK) suivant la technique des

quadrants comme illustré dans la figure 5.

Stries Stries
Repicage sur
milieu liquide

Colonies pures

@-Q-0-0

Figure 5 : Obtention des isolats par la technique des quadrants d’apauvrissement de la
culture

L’incubation des cultures a été assurée a 37°C pendant 24h pour la flore
mésophile, et a 55°C pour la flore thermophile pendant 24h. La sélection et

l'isolement sont ainsi répétés jusqu'a I’obtention de colonies pures.
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Il. 6. Conservation des isolats
Pour la conservation des isolats deux méthodes ont été utilisées :
1. 6.1. Cryoconservation

Plus les températures seront négatives plus elles vont ralentir les réactions
biochimiques cellulaires et les cinétiques des réactions deviennent tres lentes, les
évolutions sont lentes sur de nombreux mois méme voir des années. On se base sur
cette constatation pour conserver les souches.

Apres la confirmation de la pureté des isolats, ces derniers ont été conservés
par la méthode de la cryoconservation. La technique consiste a prendre quelques
colonies des boites contenant des colonies pures et les transférer dans le milieu BHI
(Oxoid, Basingstoke, UK) auquel on a additionné de glycérol préalablement préparé
et versé dans des Eppendorf stériles (concentration finale du glycérl : 30%).Apres
avoir terminé 1’opération dans des conditions d’asepsie et surtout s’€tre assuré qu’on a
bien fermé les tubes Eppendorf, ces derniers ont été conservés a une température
négative de -20°C (Gallagher et Wiley, 2008).

1. 6.2. Préparation des suspensions sporales

La conservation des spores bactériennes dans de I’eau distillée stérile a 4°C,
selon la méthode utilisée par Gaillard et al., (1998) est résumée dans le protocole
suivant:

» Un volume de 0,5 ml de la culture de la souche sur milieu BHI est étalé sur la
surface d’une boite de Pétri conenant le milieu PCA supplémenté par 40mg/I
de MnSO, (Sulfate de manganése) et 100 mg/l de CaCl; (Chlorure de calcium).

» Les boites ensemencées sont ensuite incubées a 37°C pour les mésophiles et a
55°C pour les thermophiles pendant un temps nécessaire a la sporulation de la
population bactérienne. Le taux de sporulation sera estimé par observation au
microscope a I’état frais aprés 05 jours d’incubation. Si ce taux des spores
dépasse 90% a I’observation, la culture sera arrétée.

» Les spores seront alors collectées a ’aide d’une spatule stérile en raclant la
surface de la gélose et les spores récupérées sont mises en suspension dans un
volume de 20 mL d’eau distillée stérile.

» La suspension de spores ainsi préparee est centrifugée a 10000 g pendant 15

min.
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» Le culot est récupéré et remis dans 20 ml d’ecau distillée stérile. Cette
opération sera renouvelée deux fois. Le culot obtenu sera repris par un
mélange eau/éthanol (V/V).

» On place le mélange a 4° C pendant 12h afin d’éliminer le reste des formes
veégétatives.

» Le mélange est centrifugé de nouveau a 10000g pendant 15min.

» Les culots obtenus vont subir une nouvelle fois trois cycles de lavage toujours
a I’eau distillée stérile dans les mémes conditions de la centrifugation.

» A la fin, les culots récupérés seront ensuite re-suspendus dans un volume
minimum d’eau distillée stérile de facon a avoir une forte concentration en
spores.

Il. 7. ldentification des isolats

1. 7.1. Identification macroscopique
L’identification macroscopique consiste en I’observation a 1’ceil nu ou sous

une loupe des colonies bien isolées dont les caracteres morphologiques sont des
données qui permettent une premiére approche de I’identification. Les éléments
d’identification macroscopiques observés sont: la forme, la taille, la couleur,
1’élévation, 1’opacité et la surface des colonies (Guiraud, 2012). Chaque observation

se termine par la prise d’une photographie de la colonie.

1. 7.2. ldentification microscopique
1. 7.2.1. Examen morphologique des isolats a I’état frais
L’examen direct de la mophologie des isolats a 1’état frais sous un microscope
optique permet d’apprécier la forme des bactéries, leur mode de regroupement, leur
abondance, leur mobilité éventuelle et la présence de spores avec leur aspect
réfringent caractéristique.
L’examen direct consiste & déposer sur une lame porte-objet une goutte de
suspension bactérienne. Cette lame est recouverte d’une lamelle-couvre-objet et la
préparation est examinée avec un microscope optique aux objectifs 40x puis 100x

avec 1’huile a immersion.
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. 7.2.2. Coloration de Gram
La coloration de Gram, bien qu’ancienne, est toujours utile puisqu’elle permet
en plus d’observer la morphologie des bactéries, leur taille ainsi que leur mode de

regroupement; de les differencier en deux groupes: les bactéries a Gram positif
(Gram+) pourvues d’une couche de peptidoglycane épaisse et qui deviennent

violettes et les bactéries a Gram négatif (Gram-) ayant une couche de peptidoglycane
fine, et qui ne fixent pas le violet de Gentiane et prennent donc la couleur rose de la

fushine.

A cet effet une coloration de Gram a été effectueée pour chaque colonie isolée.
A la fin les lames sont examinées avec un microscope optique aux objectifs 40x ainsi

gue 100x avec I’huile a immersion (Prescott et al., 2003).

1. 7.2.3. Coloration des spores bactériennes
Les spores, sont imperméables et sont parfois visibles a la coloration de Gram
sous la forme de zones non colorées bien délimitées a I’intérieur de la bactérie ou a

I’extérieur. En observation a 1’état frais, elles apparaissent trés réfringentes.

Afin de mieux mettre en évidence les spores des isolats on a eu recours aux

méthodes suivantes :

o Coloration de spores au vert de Malachite

Cette méthode nous permet de mettre en évidence les spores bactériennes
qu’elles soient a I’extérieur ou a I’intérieur du corps bactérien. Son principe repose sur
I’utilisation combinée de I’action de la chaleur et une forte concentration du colorant

de vert de Malachite (Guiraud, 2012).

La technique consiste a réaliser, a partir d’une suspension sporale, un frottis et
a le fixer sur une lame porte-objets. Ensuite, on recouvre la lame porte-objets d’une
solution de vert malachite a 5% et on chauffe jusqu'a émission de vapeurs. On Laisse
refroidir et on re-chauffe a nouveau. L’opération de I’alternance doit durer environ 10
minutes. Apres refroidissement, la lame subi un lavage a I’eau de robinet, et on
termine par un séchage entre deux feuilles de papier absorbant. A la fin on observe la
préparation au microscopique sous 1’objectif 100x en utilisant I'huile & immersion. Les

spores apparaissent alors en vert.
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e Mise en évidence des spores par le bleu de méthyléne

Les spores bactériennes peuvent également étre mises en évidence dans les
corps bactériens en faisant une simple coloration au bleu de méthyléne. En effet, la
spore n’est pas colorée et reste incolore dans un corps bactérien coloré au bleu de
méthyléne.

Apreés la réalisation d’un frottis, on recouvre la lame par le bleu de méthyléne
phéniqué pendant 1 minute, suivi par un ringage a 1’eau de robinet et un sechage entre
deux feuilles de papier absorbant, on observeau microscope optique a 1’objectif 100x
en utilisant I'nuile & immersion. Les spores apparaissent incolores dans un corps

bactérien bleu.

. 8. Tests biochimiques
1. 8.1. Mise en évidence des enzymes respiratoires

1. 8.1.1. La catalase

La catalase est une enzyme qui dégrade I’eau oxygénée en eau et en oxygene
moléculaire selon la réaction suivante :
Catalase
2H02 ———» 2H20+ O2
Une réaction positive de la présence de la catalase se manifeste par la production des
bulles d’oxygene, apres mélange d’une culture bactérienne avec quelques gouttes

d’eau oxygénée a 10 volumes (Leyral et Vierling, 2007).

1. 8.1.2. Mise en évidence de I’oxydase

La recherche de la cytochrome-oxydase a été effectuée a l'aide de disques «
Oxydase » dont la zone réactionnelle est composée d'un papier filtre imprégné de
N,N-diméthyl-1,4- phényléne 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).
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1. 8.2. Type respiratoire

Le type respiratoire a été effectué selon le protocole de Guiraud, (1998). Le
milieu gélosé Viande-Foie (VF) (Biokar, Beauvais Codex, France) 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 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
observée a 1 a 1,5 cm environ de la surface, 1’isolat est considéré microaérophile. Si la
culture est manifeste seulement au fond du tube cela suggere que la bactérie peut étre:

anaérobie stricte.

1. 8.3. Test « Mannitol mobilité »

Le mannitol est un produit de la réduction de D-mannose. Il permet de
rechercher simultanément la fermentation du mannitol et la mobilité. Pour ce faire, on
a ensemenceé les souches étudiées dans le milieu par pigQre centrale, puis incubation a
37°C pendant 24h. Le virage au jaune du milieu indique la fermentation du mannitol,

une diffusion dans la gélose indique la mobilité des bactéries (Guiraud, 2012).

1. 8.4. Recherche de nitrate réductase
Ce test consiste a mettre en évidence la présence ou non des nitrites dans le
tube de mannitol mobilité apreés la lecture de ces deux parametres. En ajoutant I’acide
sulfanilique (Nitrate 1) et lanaphtylamine (Nitrate I1), ces réactifs portent le nom de
réactifs de GRIESS, la réaction est positive NR+ s’il y a apparition a la surface du
milieu mannitol dans le tube une couleur rose-orangée. S’il n’y a pas cette couleur on
va rechercher la disparition des nitrates par addition de poudre de zinc : en effet, le

zinc réduit les nitrates en nitrites selon la réaction suivante (Buxton, 2011) :

2H" + NOs'+ ZN° » NO, +ZN, + H,0
Lecture
o Coloration rose-orangé: on a donc eu transformation des nitrates en nitrites par

le zinc. La bactérie ne possédait pas cette enzyme alors NR-
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o Pas de coloration : les nitrates ont été transformés par la bactérie au dela des
nitrites. La bactérie posséde cette enzyme alors NR+.
1. 9. Mise en évidence d’activités hydrolytiques extracellulaires
La mise en évidence du pouvoir hydrolytique extracellulaire a été assurée par

la recherche des enzymes suivantes :

1. 9.1. Recherche de I’amylase
Cette enzyme a été recherchée en cultivant la bactérie en une strie droite de 3 a
4 cm de long sur une gélose nutritive (Biokar, Beauvais Codex, France) contenant 1%
d’amidon. Aprés avoir obtenu une bonne culture bactérienne, le milieu a été recouvert
d’une solution de Lugol. L’hydrolyse de 1’amidon est ainsi mise en évidence par
’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 ; Farrar et Reboli, 2006).

1. 9.2. Recherche de la caséinase
La recherche de cette enzyme a été effectuée sur la gélose nutritive (Biokar,
Beauvais Codex, France) contenant 4% de poudre de lait écrémé. Aprés 48 heures
d’incubation a 30°C, la présence de cette activité est détectée par une zone translucide

autour de la strie indiquant 1’hydrolyse de la caséine (De Jonghe et al., 2010).

1. 9.3. Recherche de la lécithinase

La mise en évidence de cette enzyme a été réalisée par 1’ensemencement du
germe en stries sur le milieu TSA (Tryptone-soja Agar) (Biokar, Beauvais Codex,
France) additionnée de 8% de jaune d'ceuf. Aprés 24 a 72 heures d’incubation a 30°C,
I’apparition d’un halo de précipité blanchatre (produits d’hydrolyse insolubles de

Iécithine) prouve que la souche possede la lécithinase (De Jongheet al., 2010).

1. 10. Test d’hémolyse
Une gelose nutritive (Oxoid, Hampshire, UK) a laquelle on additionne 5% de
sang est préparée et coulée dans des boites de Pétri, apres refroidissement ces
derniéres sont ensemenceée en faisant une strie au centre de la bote de Pétri. Aprés 24
heures d’incubation a 37°C, les colonies sont entourées par une zone claire

correspondant a la libération de I’hémoglobine par les hémolysines de types B3 (Hwang

et Park, 2015).
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1. 11. Utilisation des galeries API 20E

La recherche de la B-galactosidase (ONPG), de I’ornithine décarboxylase
(ODC), de la lysine décarboxylase (LDC) et de I’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 (biomerieux - France).

La galerie APl 20E composée de 20 microtubes contenant des milieux et
substrats sous forme déshydratée et utilisée selon les recommandations décrites par le
fabricant Biomerieux, (France). Les microtubes de la galerie APl 20E sont inoculés
avec une suspension bactérienne, apres les plaques sont incubées selon la température
de ’espéce pendant 24h a un intervalle temps de 48 h. Les réactions produites durant
la période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou réveélés par

I’addition de réactifs pour certains tests.

o Technique

Préparation de I'inoculum bactérien: une colonie bien distincte etbien isoléeest

prélevée a partir d’une culture jeune et mise dans 5ml d'eau physiologique, on finit
par réaliser une suspension bactérienne en homogénéisant soigneusement la solution.
L’opacité de la suspension bactérienne doit étre équivalente a 0,5 McFarland. Cette
suspension doit étre utilisée extemporanément. Pour inoculer la galerie, il faut remplir
a l'aide d'une micropipette les tubes et les cupules des tests CIT, VP et GEL avec la
suspension bactérienne, et pour les autres tests; on remplit uniquement les tubes (et
non les cupules), pour la création d'une anaérobiose dans les tests: ADH, LDC, ODC,
URE, H2S, on a rempli leur cupule par I'huile de vaseline stérile. Enfin, Les espéces
mésophiles sont incubées a 37°C et les espéces thermophiles sont incubées a 55°C
pendant18-24 heures.

La lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de lecture décrit
par Biomerieux sur la notice fournie avec la galerie.

Il faut noter sur la fiche de résultats toutes les réactions spontanées puis révéler
les tests suivant nécessitant I'addition de réactifs :
- Test TDA : ajouter 1 goutte de réactif TDA. Une couleur marron-rougeatre indique

une réaction positive a noter sur la fiche de résultats.
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- Test IND : ajouter 1 goutte de réactif JAMES. Une couleur rose diffusant dans toute
la cupule indique une réaction positive a noter sur la fiche de résultats.

- Test VP : ajouter 1 goutte des réactifs VP 1 et VP 2. Attendre au minimum 10
minutes. Une couleur rose ou rouge indique une réaction positive a noter sur la fiche
de résultats. Une faible coloration rose apparaissant aprés 10 minutes doit étre
considérée négative.

Les résultats obtenus constituent le profil biochimique des isolats qui seront
supplémenté a d’autres tests pour servir a I’identification a 1’aide du logiciel

d’identification.

1. 12. Utilisation des galeries APl 50 CHB

La galerie AP1 50 CHB (biomerieux - France) est constituée de 50 microtubes
permettant 1’étude de la fermentation de substrat, appartenant a la famille des hydrates
de carbone et dérivés (hétérosides, polyalcools, acides uroniques).

o Principe

Entre deux a trois colonies bien isolées et parfaitement identiques de 1’espéce a
identifier sont mise en suspension dans 5 mL du milieu liquide «le medium »
(biomerieux - France) fourni avec les plaques, aprés homogénéisation de la
suspension une incubation préalable entre 4 a 6 h, puis inoculé la galerie selon les
recommandations décrites par le fabricant.

Les especes mésophiles sont incubées a 37°C et les espéces thermophiles sont
incubées & 55°C pendant 24 h. Durant I’incubation, le catabolisme des glucides
produit des acides organiques qui font virer I’indicateur de pH.

Pour la lecture on recherche dans chaque tube 1’acidification produite qui se
traduit par le virage au JAUNE du rouge de phénol contenu dans le milieu. Pour le
test esculine (tube n° 25), on observe un virage du rouge au NOIR. Les résultats
obtenus constituent le profil biochimique des isolats et servent a son identification a

I’aide du logiciel d’identification.

I11. Réalisation d’un antibiogramme

Le but de la réalisation d’un antibiogramme est de prédire la sensibilité d’une
bactérie a un ou plusieurs antibiotiques dans une optique essentiellement sanitaire

mais également pour la surveillance épidémiologique de la résistance bactérienne et
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I’identification bactérienne par la mise en évidence des antibiotypes. Pour cela la
méthode de diffusion par disque a été utilisée en suivant le protocole expermenté par
Chon et al (2012) a fin de tester la senibilité des souches de Bacilus cereus vis avis les
antibiotiques choisis.

o Choix des antibiotiques

Huit (08) antibiotiques ont éte testés sur les souches isolées : Pénicilline G (P) (10 pl),
Vancomycine (VA) (30ul), Tétracycline (TE) (30ug), Chloramphénicol (C) (30ug),
Erythromycine (E) (15ug), Gentamycine (GEN) (10ug), Kanamycine (K) (30ug)
Clindamycine (C) (02ug) (Zhao et al., 2020 ; Alanber et al., 2019 ; Arslan et al.,
2014 ; Chon et al., 2012, Patel et al., 2009) .

. Préparation de I’inoculum
v A partir d’une culture pure de 18 a 24 h sur milieu d’isolement approprié,

racler a I’aide d’une anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement

identiques.
v Bien décharger I’anse dans un tube de 5 mL d’eau physiologique stérile.
v Bien homogénéiser la suspension bactérienne, et I’opacité de la suspension

doit étre équivalent a 0,5 McF.

o Ensemencement
v Tremper un écouvillon stérile dans le tube contenant 1I’inoculum.
v L’essorer en le pressant fermement (et on le tournant) contre la paroi interne

du tube, afin de charger au maximum.

v Frotter 1’écouvillon sur la totalit¢ de la surface gélosée, de haut en bas, en
stries serrées.

v Répéter ’opération 2 fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans
oublier de faire pivoter I’écouvillon sur lui méme. Finir I’ensemencement en passant
I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

v Presser chaque disque d’antibiotique a I’aide de pinces stériles et ne pas
déplacer les disques aprés application.

° Lecture

Apres 24 heures d’incubation a 37°C, la lecture de I’antibiogramme a été effectuée en
faisant la mesure des dimeres des zones d’inhibition selon de le protocole suivi par

Chon et al (2012) ainsi que le protocole suivi par Patel et al (2009).
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IV. Identification des isolats par la technique MALDI-TOF MS
MALDI-TOF MS (en anglais Matrix Assisted Laser Desorption lonization -
Time of Flight mass spectrometry) est une technique spectrométrique de
masse couplant une source d'ionisation laser assistee par une
matrice (MALDI, Matrix-Assisted Laser Desorption / lonization) et un analyseur a
temps de vol (TOF MS, time-of-flight mass spectrometry). L'une des caractéristiques
importantes d'une spectrométrie de masse est la finesse des pics, mesurée par la
résolution du spectromeétre de masse. La résolution est définie comme étant le rapport
de la masse m du pic sur la largeur & mi-hauteur Am. Plus la résolution est élevee,

plus les pics sont fins (Singhal et al., 2015).

Dans cette recherche, cent vingt isolats (n = 120) ont été identifiés par la
méthode MALDI-TOF selon le protocol proposé par Celandroni et al (2019). Pour
chaque isolat, une colonie a été dépoée sous forme de spot en deux fois sur la plaque
MALDI (Bruker, Bremen, allemand), puis chaque spot a été recouvert de 1 pL de
solution matricielle saturée d'acide a-cyano-4-hydroxycinnamique (HCCA) a 10 mg /
mL (Bruker, Bréme, allemand) et séché a I'air (voir Figure 6). Chaque isolat a été testé
en double. La plaque chargée de spots a ensuite été placée dans I'équipement
MALDI-TOF MS (Bruker, Bréme, allemand) comme indiqué par les instructions du
fabricant. Les spectres de masse ont été automatiquement acquis a une fréquence laser
de 60 Hz avec une plage d'acquisition de 1.960 a 20.000 Da en mode linéaire positif
en 5-10 minutes. Les spectres générés ont été traités dans le logiciel associé MALDI
Biotyper (version 3.1) (Bruker, Bremen, allemand) et analysés selon le modéle

standard du systéme de base de données.
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Figure 6 : Mise en place des colonies sous forme de spot sur la matrice MALDI TOF
et ’ajout de la solution matricielle

Le MALDI Biotyper est un logiciel pour I'analyse des spectres dans le contexte d'une
identification microbienne ; il utilise et permet de générer différentes banques de
données pour produire, a partir des spectres, des listes de pics ou des références de
spectres. De plus, le logiciel permet I'analyse de pics basée sur la génération des
principaux composants et sur l'indice de corrélation des composants. Il incorpore
toutes les fonctionnalités pour réaliser I'acquisition du spectre de masse, et donne ainsi

I'identification et la classification des microorganismes.

V. Analyses moléculaires

V. 1. Extraction de ’ADN génomique

A partir d’une culture de 18 h a 37 °C sur milieu BHI, on a effectué des stries
sur le milieu GN (Neogen, Heywood, UK) et incubé les boites pendant 6 h a 37 ° C.
Dans des conditions aseptiques, a 1’aide d’une anse de platine, trois a quatre colonies
bien isolées et parfaitement identiques ont été prélevées de la boite de GN mises en
suspension dans un Eppendorf contenant 150 pL d'eau ultra-pure stérile. La
suspension est bien agitée a I’aide d’un vortex.

Afin de lyser complétement les cellules, la suspension bactérienne contenue
dans I’Eppendorf a été chauffée a ébullition dans de I’eau bouillante pendant 20
minutes puis fortement agitée et mise rapidement a une température de -80°C pendant
40 minutes. Apres 1’écoulement du temps de la congélation, on a attendu jusqu’a ce
que la suspension retrouve sont état liquide pour I’homogénéiser a 1’aide d’un vortex.
Juste apreés, les échantillons ont été centrifugés a 12000g, pendant 30s a 4 °C (Thermo
Fisher, Osterodeam Harz, Allemagne). A la fin, I'ADN génomique contenu dans le
surnageant a été récupéré par une micropipette pourvue d’un embout stérile et les
débris cellulaires représentés par le culot ont été éliminés. L’ADN a été conservé a -

20°C jusqu'au moment de son utilisation.
V. 2. Quantification et vérification de la pureté de ’ADN

La concentration en ADN de 1’échantillon est estimée par spectrophotométrie.
Les acides nucléiques présentent un pic d’absorption dans I’ultraviolet a 260nm.
L’interférence par des contaminants se reconnait par calcul d’un « ratio ». Les

protéines absorbant a 280 nm, le ratio A260/A280 est utilisé pour estimer la pureté de
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I’acide nucléique. L’ADN pur devrait avoir un ratio d’environ 1,8 tandis que I’ARN
pur devrait avoir une valeur d’environ 2,0. L’absorption a 230 nm refléte la
contamination de 1’échantillon par des substances telles que les glucides, les peptides,
les phénols ou les composés ardmatiques. Dans le cas d’échantillons purs, le ratio
A260/A230 devrait étre d’environ 2,2.

Donc afin de controler la quantité I’ADN génomique obtenu, on I’a dilué¢ dans
de I’eau pure pour aboutir a une concentration qui doit étre entre 50 et 100 ng/uL pour
chaque échantillon, on a fini par effectuer des mesures par un spectrophotometre
d’absorption moléculaire li¢ a ’ordinateur (BioSpec-nano Chimadzu, Nishinokyo
Japon), un automate " Drop and Click" spécifique pour le contrdle de la quantité et la
qualité des acides nucléiques avec une prise d'échantillons extrémement faible. Pour
cela, il suffit de déposer dans I’appareil 1ul d’ADN comme illustré dans la Figure 7
pour déterminer sa concentration et obtenir la courbe qui renseigne sur sa pureté,
I’ADN pur devrait avoir un ratio d’environ 1,8 et la concentration doit étre comprise

entre 50 et 100 ng/pL pour chaque échantillon.

Figure 7 : Mise en place de 1’échantillon d’ADN pour la quantification. Image de
Spectrophotometer for Life Science BioSpec-nano C101-E112C

Les résultats de I'analyse sont automatiquement affichés sur 1’écran de
I’ordinateur une fois la mesure terminée, avec génération d’un PDF pour enregistrer

les résultats de 1’échantillon (voir Figure 8).
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Figure 8 : Affichage des résultats aprés la mesure de 1’échantillon d’ADN. Image de
Spectrophotometer for Life Science BioSpec-nano C101-E112C

V. 3. Recherche des genes de virulence

La présence et I’expression des geénes de toxicités contribuent au caractere
pathogene de la bactérie. Ces genes sont détectés généralement dans certaines souches
du groupe Bacillus cereus impliquées dans les toxi-infections et considérées comme
d’importants pathogénes d'origine alimentaire (Pei et al., 2018 ; Hwang et Park,
2015 ;Farrar et Reboli, 2006; Hilliard et al., 2003 ).

Dans cette étude, la recherche des genes de virulences a été réalisée sur cent
vingt isolats de Bacillus (n = 120) obtenus des PLIS et ayant auparavant été identifiés
par la technique de MALDI TOF MS. Les genes recherchés sont : cytK (Cytotoxine
K), bceT (B. cereusenterotoxin), entFM (enterotoxin FM), nheA, nheB et nheC (non-
hemolyticenterotoxin) et hblA hbIB et hbIC (hemolysin BL) (Ngamwongsatit et al.,
2008 ;Minnaard et al., 2007 ; Guinebretiere et al., 2002). Les amorces utilisées dans
cette étude sont listées dans le tableau 5 avec la température d’hybridation et leurs

tailles en paires de bases.
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Table 5: Amorces des genes de virulences ciblés dans cette étude

5 , ) T (°C) Taille e
Geéne Amorce Sequence de ’amorce (5'-3") d’hbridation (bp) Référence

beeT ETF TTACATTACCAGGACGTGCTT 56 428 Minnaard et al.,
ETR TGTTTGTGATTGTAATTCAGG 2007

entEM ENTAF ATGAAAAAAGTAATTTGCAGG 52 1269 Minnaardet al.,
ENTBR TTAGTATGCTTTTGTGTAACC 2007

nheA nheA 344S F TACGCTAAGGAGGGGCA 55 499 Minnaardet al.,
nheA 843A R GTTTTTATTGCTTCATCGGCT 2007

nheB nheB 1500 SF CTATCAGCACTTATGGCAG 55 769 Minnaard et al.,
nheB 2269 AR ACTCCTAGCGGTGTTCC 2007

nheC nheC 2820SF CGGTAGTGATTGCTGGG 55 581 Minnaard et al.,
nheC 3401 SR CAGCATTCGTACTTGCCAA 2007

hbIA HbIA F AAGCAATGGAATACAATGGG 56 1154 Guinebretiere et al.,
HbIA R AGAATCTAAATCATGCCACTGC 2002

hbiB HbIB F AAGCAATGGAATACAATGGG 58 2684 Guinebretiere et al.,
HbIB R AATATGTCCCAGTACACCCG 2002

GATAC(T,

hbIC HbIC F C)AATGTGGCAACTGC 58 740 Guinebretiére et al.,

HbIC R TTGAGACTGCTCG(T, 2002
C)TAGTTG
vtk FCytK CGACGTCACAAGTTGTAACA 54 565 Ngamwongsatit et
y R2CytK CGTGTGTAAATACCCCAGTT al., 2008

V. 3.1. Amplification par PCR
Le processus d'amplification PCR a été effectué conformément aux instructions

du protocole proposé par Minnaard et al (2007) pour les génes bceT, entFM, nheA, B
etC , hblA, B et C). Le volume par réaction était de 10 pL et le mix de chaque milieu
réactionnel contient: 1 uL d'ADN génomique, 1 pL de tampon PCR (20 mM TRIS—
HCIl, 50 mM KCI, pH: 8.4, MgCI2 1.5 mM), 0.2 uLL de dNTPs avec une concentration
de 0.2 mM pour chaque nucléotide, 1 puL pour chaque amorce (Sigma-Aldrich, Sao
Paulo, Brazil) et 1 U de Taq polymérase qui est I’équivalent de 0.2 uL (Tampon PCR,
dNTPs, Tag: Cellco, Sao Paulo, Brazil).

L'amplification par PCR a été réalisée dans un thermocycleur (Applied
Biosystems, Marsiling, Singapore) en utilisant les conditions suivantes: pour la
dénaturation 3 min a 94 °C, 94 °C durant 30 s pour 30 cycles, 30 s pour I'hybridation
des amorces tel que mentionné dans le tableau 1 (pour chaque primer une temperature
correspondante), 30s a 72 ° C pour I'élongation de I'ADN et 72 ° C pendant 5 min

pour I'extension finale (Minnaard et al., 2007).
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Pour le processus d'amplification du géne CytK, on a suivi la méthode développée par
Ngamwongsatit et al (2008), la réaction avait un volume final de 20 uL, contenant 5
uL d’ADN génomique, 2 uL de tampon PCR (20 mM TRIS-HCI, 50 mM KClI, pH:
8.4, MgCl2 1.5 mM), 0.4 uL pour chaque dNTP avec une concentration de 200 uM,
0.8 uL pour chaque amorce 0.4 uM et 1 U de Taq polymérase qui est 1’équivalent de
0.2 pL (Tampon PCR, dNTPs, Taq: Cellco, Sao Paulo, Brazil). Les réactions ont été
effectuées dans un thermocycleur (AppliedBiosystems, Marsiling, Singapore) 95°C
for 5 min pour la denaturation initiale, 94°C pendant 45 s pour 30 cycles, 1 min a
54°C pour I'hybridation des amorces, 72°C pendant 2 min pour I'élongation de I'ADN

et 72°C for 5 min pour I'extension finale (Ngamwongsatit et al., 2008).
V. 3.2. Electrophorése sur gel d’agarose a 1%

Les produits de I’amplification par PCR sont révélés sur un gel d’agarose a 1%
(voir composition en annexe 1) qui est coulé aprés sa préparation dans une cuve
d’¢lectrophorése (Loccus, Sao Paulo, Brazil) munie d’un peigne capable de former 22
puits sur le gel. Apreés solidification et avoir enlevé le peigne, 5 pL de marqueur de
taille (Cellco, Sao Paulo, Brazil) sont déposés dans le premier et le dernier puits, et
chaque 5pL d’échantillons est mélangé par 1uL de colorant de charge (Cellco, Sao
Paulo, Brazil) sur un morceau de parafilm avec une micropipette et déposé dans un
puits. Comme témoins positifs, nous avons utilisé Bacillus cereus ATCC 14579 pour
toutes les amorces. A la fin le gel est immergé dans une solution tampon de migration
TAE 50X (Trisacétate-EDTA 1M).

La migration des amplicons a été effectuée sous tension de 90V pendant 60
min. La visualisation du gel a été révélée sous la lampe UV d’un transmetteur de la
lumiére UV (Loccus, Sao Paulo, Brazil) relié a un appareil photo numérique géré par

ordinateur pour prendre I’image finale du résultat obtenu sur le gel.
V. 4. Typage des isolats par le sequencage du gene rpoB

V. 4.1. Amplification par PCR

Pour I'amplification du géne rpoB, nous avons sélectionné 35 souches dont certaines
contiennent des geénes de toxicité, dautres non. Nous avons utilisé les amorces
rpoB1206 (5-ATC GAA ACG CCT GAA GGT CCA AAC AT-3') et rpoBR3202 (5'-
ACA CCCTTG TTA CCG TGA CGA CC-3') (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brazil).
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Le protocole suivi est celui proposé par Ki et al (2009), le mélange de PCR
contenait 1 pL d’extrait d'ADN, 1.25 U de Taq polymérase, 0.25 mM de dNTPs, 0.1
MM of pour chaque amorce et et le tampon PCR (20 mM TRIS-HCI, 50 mM KCI, pH
: 8.4, MgCI2 1.5 mM) pour faire un volume total de 25 pL (Tampon PCR, dNTPs,

Taq : Cellco, Sao Paulo, Brazil).

La PCR a été effectuée par un thermocycleur (AppliedBiosystems, Marsiling,
Singapore) selon les conditions suivantes : pour la denaturation 95 °C durant 3 min,
35 cycles a 95 °C for 20 s, 55 °C for 30 s pour I'nybridation des amorces, et 72 °C et
1.5 min pour I'élongation de I'ADN, avec une extension finale a 72 °C pendant 5 min.

V. 4.2. Electrophorése sur gel d’agarose a 1%

Deux pL de chaque échantillon du produit de PCR ont été mélangés avec 1uL
de colorant de charge (Cellco, Sao Paulo, Brazil) et déposés dans un puits de gel
d’agarose en présence d’un marqueur de taille. A la fin, le gel a été soumis a une
électrophorese (Loccus, Sao Paulo, Brazil) sous tension de 90V pendant 60 min. La
visualisation du gel a été effectuée sous la lampe UV d’un transmetteur de la lumiére
UV (Loccus, Sao Paulo, Brazil) relié a un appareil photo numérique géré par

ordinateur pour prendre I’image finale du résultat obtenu sur le gel.
V. 4.3. Purification et séquencage

Avant de séquencer nos produits PCR, il a fallu les purifier pour éliminer
I’exces d’amorces, ANTP et d’ADN polymérase. La purification des produits de la
PCR a été assurée par PCR Purification Kit - S Pack (Cellco, Sao Paulo, Brazil),
congu pour la purification des réactions de PCR (élimination des oligo-nucléotides,
oligo-diméres, nucléotides, protéines, sel et autres impuretés). La préparation est
basée sur la technologie de la membrane de silice pour la liaison a I'ADN dans un
environnement a haute salinité et I'élution dans un tampon a faible salinité. Le kit
fournit un moyen simple et efficace de purifier I'ADN circulaire ou linéaire dans une
large gamme de tailles (100 pb - 10 kpb) et est optimisé pour des quantités d’ADN
jusqu'a 20 pg. Les échantillons ont été quantifiés avec un spectrophotomeétre
(BioSpec-nano Chimadzu, Nishinokyo Japon) et envoyés pour le séquencage au
laboratoire « Central Laboratory of High-Performance Technologies (LACTAD) » a
Sao Paulo, Brazil.
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Les sequences obtenues du géne rpoB ont été déposees a la base de données

GenBank de NCBI pour l'identification des bactéries.
V. 4.4. Analyse phylogénétique

Les séquences résultant des amorces rpoB1206 et rpoBR3202 ont été
assemblées en contigs en utilisant le logiciel Bio Edit Sequence Alignment Editor
version 7.2.5. Les contigs ont été soumis a la base de données BLAST / NCBI pour la
recherche des seéquences de référence les plus proches basées sur la similitude des
nucléotides. Les relations phylogénétiques ont été déterminées a l'aide de l'algorithme
de voisinage, les analyses phylogénétiques et moléculaires pour la construction de
I'arbre ont été effectuées a I'aide du logiciel MEGAX Version 10.1.8 (Kumar et al.,
2018). Les sequences génétiques rpoB obtenues des isolats ont été déposées dans la

base de données GenBank sous I'ID de soumission: 2356319.

V1. Analyses statistiques

Les données de numération bactérienne totale et de numération des spores
aérobies ont été exprimées en moyenne + écart type. Les résultats ont été évalués par
le test ANOVA. L'analyse statistique a été réalisée a I'aide du progiciel R (version

3.6.0). Le test de Duncan a 95% du niveau de confiance a été appliqué.

L’analyse partielle la moins discriminante avec validation croisée PLS-DA
(Coimbra et al., 2020) a été utilisée pour évaluer la classification des genes de toxines
selon les marques de la PLI en considérant une matrice de données comportant six

lignes (marques) et neuf colonnes (génes de toxines).

L'analyse discriminante par les moindres carrés partiels (PLS-DA) est une
méthode de régression PLS classique dans laquelle la matrice d'empreintes digitales (I
x J) X est considérée comme une matrice de prédicteur, et une matrice de réponse Y
specialement construite (I x K) comprend catégorique (dummy) variables qui
décrivent les appartenances aux classes K (Granato et al., 2018).Cette analyse a été
réalisée a l'aide du logiciel XLSTAT 2020.1 (Adinsoft, Paris, France).
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Résultats et discussion

I. Analyse microbiologiques

Au total, 54 échantillons de trois marques différentes de PLIs commercialisées
en Algeérie ont ete étudiés. Les analyses microbiologiques effectuées ont ciblés le
dénombrement de la flore aérobie mésophile totale et les bactéries aérobies sporulées
en dénombrant les bactéries aérobies sporulées meésophiles et bactéries aérobies
sporulées thermophiles, le but est d'évaluer, la charge microbienne totale de la PLI,
qui renseigne sur I’hygiéne des proces ainsi que la prévalence de la flore aérobie

sporulée dans ce produit alimentaire.
I. 1. Dénombrement de la flore mésophile aérobie totale FMAT
Les résultats du dénombrement de la FMAT pour les échantillons de la PLI

analysés par le test de Duncan sont résumés dans le Tableau 6.

Tableau 6:Résultats du test Duncan pour le dénombrement de la flore mésophile
aérobie totale, les bactéries aérobies sporulées mésophiles (BASM) et les bactéries
aérobies sporulées thermophile (BAST) pour les marques PLI-1, PLI-2 et PLI-3.

Moyennes en logiq ufc/g Moyennes en logso spore/g

Marques * FMAT BASM BAST
PLI-1 3.3+ 0.8A 31+06A" 2.5+0.5B
PLI-2 32+04A" 3.0£05A" 27+04A"
PLI-3 32+06A" 2.5+0.6B 2.3+0.5B"

* Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type (n = 54).

Les moyennes avec une méme lettre dans la méme colonne ne sont pas significativement
différentes par le test de Duncan (valeur p>0.05) ".

Ingrédients. PLI-1 : Lactosérum déminéralisé, lait partiellement écrémé, graisses végétales

(palme, soja, coprah, tournesol), lactose, maltodextrines, protéines de lactosérum, minéraux
(carbonate de calcium, chlorure de magnésium, phosphate dipotassique, calcium chlorure,
hydroxyde de calcium, sulfate de magnésium, hydroxyde de potassium, fer lactate, sulfate de
zinc, phosphate de calcium, gluconate de cuivre, gluconate de manganése, iodure de
potassium, sélénite de sodium), lécithine de soja, vitamines (A, D3, E, K1, C, B1, B2, PP, B5,
B6, biotine, acide folique, B12), choline, taurine, inositol, L-carnitine, extrait riche en
tocophérols. PLI-2 : Protéine de lactosérum, caséine, mélange d'huiles végétales, choline,
taurine, inositol, L-carnitine, 12 minéraux et 13 vitamines. PIL-3 : Lactose, creme (lait),
maltodextrine, lait écrémé, huiles végétales (colza, tournesol oléique, tournesol), protéines de
lait solubles, minéraux (phosphate tricalcique, sulfate de magnésium, citrate trisodique,
chlorure de calcium, hydroxyde de potassium, sulfate de zinc, sulfate ferreux, sélénite de
sodium, iodure de potassium, cuivre sulfate de manganése), huile de poisson, huile de
Mortierella alpina, lécithine de soja, vitamines (C, PP, B5, A, B12, E, K, B1, B6, D, B9, H),
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chlorure de choline, antioxydants (palmitate d'ascorbyle, tocophérols) (SOJA), inositol, L-
carnitine.

Pour les trois marques de PLI, les charges de la FMAT des échantillons
variaient entre < 2 — 4.7 log,o ufc/g, et la moyenne enregistrée était de 3.2 log;o ufc/g.
L'analyse statique appliquée dans cette recherche qui est le test de Duncan a révelé
que la FMAT entre les trois marques de PLI étudiées (Tableau 6) n'été pas
significativement différentes (p>0.05). Aussi, selon l'dge de PLI (Tableau 7), le
compte de la FMAT entre les trois marques n’a pas montrait une différence
significative (p>0.05). Le premier constat de ce résultat révéle un point trés important,
c’est que malgré les différences dans les ingrédients utilisés pour la fabrication de la
PLI du 1% age et la PLI du 2°™ Aage la charge de la FMAT n’a pas exprimé une

variation remarquable pour les deux ages.

Par ailleurs, les valeurs de la FMAT les plus élevées ont été détecté dans les
échantillons de la PLI du 2°™ age, et comme le Tableau 7 I’indique, on note que les
moyennes de charge de la FMAT des échantillons de la PLI du 2°™ age sont
légérement plus élevées a celle des échantillons de la PLI pour le 1% age. Ce qui est
due probablement a I’importance et la rigueur du traitement thermique appliqué par
les fabricants pour la PLI destiné aux enfants de 1* age, vu la fragilité des nouveaux

né durant les premier mois qui suivent la naissance.

Tableau 7: Résultats du test de Duncan pour le dénombrement de la flore mésophile
aérobie totale (FMAT), les bactéries sporulées mésophiles (BASM) et les bactéries
sporulées thermophile (BAST) dans trois marques par rapport aux deux ages de la
PLI.

logso ufc/g logio Spore/g
Ages de PLI Marqgues FMAT BASM BAST
PLI-1 2.9+ 0.9A 2.9+0.8A" 2.7+0.6A"
1°" age PLI-2 2.9+ 0.6A" 2.8 £ 0.4A 2.5+0.3A
PLI-3 3.0+ 0.5A" 2.3+0.6A" 2.0+0.4B
PLI-1 3.6 +0.2A" 3.1+0.2A 23+0.1B"
2°™ age PLI-2 3.4+ 0.6A 3.2+ 0.6A 2.9+0.3A
PLI-3 3.4+ 0.6A 2.6+0.7B 2.7+0.3A"

D'autre part, la distribution de la charge de la FMAT dans les échantillons de
la PLI des trois marques (Figure 9), nous avons constate que 98.2% (53) des

échantillons avait une charge inferieur a 4 logso ufc/g, ou on distingue 7.4% (04) avec
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une charge au dessous de 2 log;o ufc/g, 31.5% (17) avait une charge qui se située entre
2 et 3 logyg ufc/g, 59% (32) contenaient une charge entre 3-4 logyo ufc/g et 1.8% (01)
qui représente un seul échantillon avait une charge qui dépasse 4 logo ufc/g, sachant
que ce dernier appartient aux échantillons de la PLI de deuxiéme age.

Nbr d'echantillons
18 - 17
16
14
12
10

o N B~ OO

PLI-1 PLI-2 PLI-3
B< 2 02—3 m3—4 B4 —5

Figure 9: Distribution des charges de FMAT (logy, ufc/g), BASM et BAST (logyo
spore/g) au sein des échantillons de la PLI des trois marques.

La PLI joue un réle primordial quand I’allaitement maternel n’est pas possible,
elle est fabriquée avec beaucoup d’exigences afin que sa composition se rapproche le
maximum possible du lait de la maman (Kent et al., 2015). C’est un aliment qui est
destiné pour nourrir les nouveaux nés jusqu’a 1’age de I’introduction d’un régime
alimentaire varié (Becker et al., 1994). La PLI est un produit alimentaire comme tout
autre aliment, peut contenir des microorganismes de différents types avec des charges
qui varient en fonction de la contamination et d’autres facteurs divers (Costa et al.,
2020; Chitrakar et al., 2019; Wu et al., 2018; Sadiq et al., 2016; Chap et al., 2009;
Iversen et Forsythe, 2004). Actuellement, la technologie de fabrication de la PLI ne
permet pas la production d'un produit totalement dépourvu en microorganismes
(CAC, 2008). Commengant par l'air qui circule dans 1’usine de fabrication de la PLI ;
il peut étre un moyen de transfert potentiel des micro-organismes vers le produit final
(Wu et al., 2018), sachant que la principale contamination des poudres de lait est celle
qui se produit au niveau du post-traitement, car des températures Iétales qui éliminent

les cellules végétatives des agents pathogenes ne sont appliquees que pour la matiére
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premiére dans le cas du processus de mélange a sec et au cours du traitement pour
processus de mélange humide (WHO et FAO, 2008).

Le dénombrement de la FMAT dans les échantillons de la PLI fournit des
informa