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Résumé
La persistance de Bacillus cereus dans I’industrie laitiére représentent un risque majeur pour
la sécurité alimentaire, en raison de sa capacité a former des spores résistantes et des biofilms.
Les huiles essentielles ont été proposees comme alternative naturelle aux désinfectants
chimiques grace a leurs propriétés antimicrobiennes.L’objectif de cette étude était d’évaluer
I’effet de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis sur les formes végétatives et sporulées
de Bacillus cereus. Onze souches ont été utilisées. L’activité antibactérienne a été déterminée
par la méthode de diffusion sur disque et la concentration minimale inhibitrice (CMI) par
microdilution. L’activité antispore a été évaluée apres traitement des spores et dénombrement
des cellules viables. Les résultats ont montré que 1’huile essentielle de Rosmarinus officinalis
présente une activité antibactérienne avec des zones d’inhibition comprises entre 10,33 et
16,66 mm. Les valeurs de CMI varient de 0,0011 a 4,687 uL/mL, indiquant une sensibilité
variable selon les souches. Une activité antispore significative a également été observée, avec
des réductions logarithmiques comprises entre 1,36 et 4,38 logi. L’huile essentielle de
Rosmarinus officinalis peut étre utilisee comme agent antimicrobien naturel efficace pour
inhiber Bacillus cereus, y compris ses formes résistantes, constituant ainsi une alternative

prometteuse pour améliorer la sécurité microbiologique dans I’industrie laitiére.

Mots-clés : Bacillus cereus, huile essentielle, Rosmarinus officinalis, spores, activité

antibactérienne, CMI.
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Abstract
The adhesion and persistence of Bacillus cereus in the dairy industry pose a major risk to food
safety, due to its ability to form resistant spores and biofilms. Essential oils have been
proposed as a natural alternative to chemical disinfectants because of their antimicrobial
properties. The aim of this study was to evaluate the effect of Rosmarinus officinalis essential
oil on the vegetative and spore forms of Bacillus cereus. Eleven strains were used.
Antibacterial activity was determined using the disc diffusion method and the minimum
inhibitory concentration (MIC) by microdilution. Antispore activity was assessed after
treatment of the spores and counting of viable cells. The results showed that Rosmarinus
officinalis essential oil exhibits antibacterial activity with inhibition zones ranging from 10.33
to 16.66 mm. MIC values ranged from 0.0011 to 4.687 pL/mL, indicating variable
susceptibility depending on the strain. Significant antispore activity was also observed, with
logarithmic reductions ranging from 1.36 to 4.38 logie. Rosmarinus officinalis essential oil
can be used as an effective natural antimicrobial agent to inhibit Bacillus cereus, including its
resistant forms, thus constituting a promising alternative for improving microbiological safety

in the dairy industry.

Keywords: Bacillus cereus, essential oil, Rosmarinus officinalis, spores, antibacterial activity,
MIC.
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Introduction Générale

es intoxications alimentaires représentent un enjeu majeur de santé publique,

souvent liées a des bactéries ubiquistes telles que Bacillus cereus. Cette bactérie,

largement présente dans 1’environnement, peut contaminer une grande diversité de
denrées alimentaires, notamment les produits laitiers. La contamination peut survenir a
différentes étapes de la chaine de production, de la matiére premiére jusqu’au stockage,
favorisant ainsi la persistance microbienne et la sélection de souches adaptées aux conditions
industrielles. La problématique est d’autant plus importante que B. cereus posséde la capacité
de former des spores hautement résistantes. La thermo-résistance de ces spores varie selon les
souches, certaines étant particulierement résistantes aux traitements thermiques (Wells-
Bennik et al., 2016). De plus, cette bactérie peut produire des toxiques, notamment la toxine
émétique (céréulide), stable face a la chaleur et aux conditions extrémes, représentant ainsi un
risque pour la santé humaine (Stenfors Arnesen et al., 2008). Par ailleurs, la formation de
biofilms constitue un mécanisme majeur de survie et de persistance de B. cereus. Ces
structures conférent aux bactéries une protection accrue contre les conditions
environnementales défavorables et les agents antimicrobiens, rendant leur élimination
particulierement difficile dans les environnements industriels (Echchaoui, 2018). La tolérance
des biofilms aux traitements antimicrobiens représente également un défi majeur. Les
bactéries incluses dans ces structures peuvent survivre a des concentrations ¢levées d’agents
antibactériens sans présenter nécessairement une résistance classique, ce qui complique les
stratégies de contrdle (Ciofu & Tolker-Nielsen, 2019). Cette situation est aggravee par
I’émergence croissante de 1’antibiorésistance dans les bactéries d’origine alimentaire (Davies
& Davies, 2010). Face a ces limites, la recherche de solutions alternatives s’est intensifiée,
notamment a travers I’utilisation de composés naturels issus des plantes médicinales et
aromatiques. Les huiles essentielles suscitent un intérét croissant en raison de leurs propriétes
antimicrobiennes, antibiofilm et de leur origine naturelle (Burt, 2004 ; Nazzaro et al., 2013).
Parmi ces huiles, celle de Rosmarinus officinalis (romarin) se distingue par son potentiel
biologique important. Elle est riche en composeés actifs tels que le 1,8-cinéole, le camphre et
les a-pinenes, responsables de son activité antimicrobienne contre plusieurs micro-
organismes, dont Bacillus cereus (Nieto et al., 2018). Dans ce contexte, I’intérét de cette huile
essentielle réside dans sa capacité potentielle a agir non seulement sur les formes végétatives
de B. cereus, mais également sur ses formes résistantes telles que les spores et les biofilms.
Ainsi, I’objectif de cette étude est d’évaluer ’activité antimicrobienne et sporocide de I’huile
essentielle de Rosmarinus officinalis contre Bacillus cereus, en mettant en évidence son

potentiel comme alternative naturelle pour la sécurité alimentaire.

1
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Le manuscrit sera organisé en trois parties la premiere partie relative a la synthése
bibliographique. La deuxiéme partie sera consacrée a la description de la méthodologie et la

derniere partie sera consacrée aux résultats et leurs discussions.
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Introduction :
Le lait pasteurisé est censé avoir une duree de conservation moyenne de 7 a 14 jours lorsqu'il

est conservé au réfrigérateur ; cependant, le lait pasteurisé en Algérie et dans d'autres pays
s'altere rapidement et caille apres deux jours, voire un jour. Plusieurs facteurs sont
directement responsables de la durée de conservation du lait, notamment la charge
microbienne du lait cru, les conditions de manipulation et de préparation dans l'usine laitiére,
le nettoyage et I'entretien des équipements, le contrdle et la surveillance de la température tout
au long de la chaine de production et aprés le processus (Yalew et al. 2024). De plus, si la
plupart des micro-organismes sont détruits par la pasteurisation, les spores sont capables de
survivre aux températures généralement utilisées pour la pasteurisation. Les spores finissent
par se retrouver dans le lait, contaminant ainsi I'équipement de la section post-pasteurisation
et entrainant une contamination croisee supplémentaire. Méme si seules quelques especes
microbiennes sont responsables de cas d'intoxication alimentaire, elles peuvent représenter un
risque pour la sécurité des consommateurs, en particulier les especes du groupe Bacillus
cereus (Enosi Tuipulotu et al., 2021). La plupart des bactéries sporulées sont reconnues
comme des micro-organismes responsables de la production d'enzymes extracellulaires
induisant l'altération de la qualité du lait (Finton et al., 2024). On estime que les spores
constituent d'énormes pertes financieres malgré les techniques et technologies modernes de
conservation utilisées dans l'industrie alimentaire (Gao et al., 2018). Il est donc important de

comprendre les sources de contamination par ces spores.

L’indentification et 1’¢tude des bactéries sporulées responsables de la détérioration du lait sont
essentielles a la mise en place des processus de contrdle efficaces. Une telle tache permettrait
de prolonger la durée de conservation du lait et des produits laitiers. Cette étude vise a mettre
en évidence les sources de contamination du lait, de la ferme a l'usine laitiére, en mettant
I'accent sur la résistance des spores a différents processus et sur les stratégies visant a réduire

et a surveiller la contamination par les spores (Medjahedi et al., 2025 ).

2. Les bactéries sporulées les plus fréguemment rencontrées dans le lait et

I'environnement laitier

2.1. Spore formants mésophiles et psychrophiles

De nombreuses bactéries sporulées ont été isolées dans le lait et ses dérivés. Paenibacillus
polymyxa, Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
pumilus, Bacillus cereus sensu lato et Bacillus clausii sont les principales bactéries sporulées

connues pour produire des enzymes de détérioration (De Jonghe et al., 2010). Les activités
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protéinase, lipase et phospholipase sont responsables de l'altération du lait par la dégradation
de ses composants, ce qui donne une texture défectueuse, des saveurs indésirables, un caillage
sucré et des défauts de creme granuleuse dans le lait. Ces enzymes sont thermiquement

stables et peuvent survivre a la pasteurisation (Deeth, 2021b).

Parmi les bactéries aérobies sporulées impliquées dans la contamination du lait et des dérives,
B. cereus occupe une place importante et significative en raison de la capacité de certaines
souches a présenter un risque pour la santé des consommateurs par la production de deux
types de toxines , a savoir les toxines diarrhéiques produites pendant la croissance végétative
dans l'intestin gréle et les toxines émétiques produites dans les aliments (Enosi Tuipulotu et
al., 2021). Le groupe B. cereus comprend au moins huit espéces étroitement apparentées, a
savoir Bacillus anthracis, B. cereus, Bacillus thuringiensis , Bacillus mycoides, Bacillus
pseudomycoides, Bacillus cytotoxicus, Bacillus toyonensis et Bacillus weihenstephanensis
(Ehling-Schulz et al., 2019). B. anthracis et B. thuringiensis sont respectivement des agents
pathogenes des mammiféres et des insectes. Les deux especes B. mycoides et B.
pseudomycoides se distinguent phénotypiquement de B. cereus par I'aspect rhizoide de leurs
colonies et leur composition en acides gras (Nakamura & Jackson, 1995). Bacillus
weihenstephanensis a été proposé (Lechner et al., 1998) pour représenter un groupe de
souches psychrotolérantes caractérisées par leur capacité a se développer a des températures
inférieures a 7 °C mais pas a 43 °C, et par des séquences remarquables dans I'ARNTr 16S et le
gene cspA (protéines de choc froid de type A) qui semblent étre phylogénétiqguement
distinctes des souches mésophiles de B. cereus (Lechner et al., 1998). En 2016, Miller et ses
collégues ont ajouté une nouvelle espece au groupe, appelée Bacillus wiedmannii, qui est une
souche psychrotolérant et cytotoxique isolée a partir de produits laitiers et d'environnements
(Miller et al., 2016). Les espéces Paenibacillus également isolées du lait se distinguent
généralement des espéces Bacillus par leur capacité a se développer a 6 °C, en plus de leur

activité B-galactosidase (hydrolyse du lactose) (Ohkubo et al., 2019).

Des souches de B. pumilus produisant une toxine thermostable ont également été isolées a

partir de mammites chez les vaches laitieres (Nieminen et al. 2007).




Synthése bibliographie

2.2. Sporeformes thermotolérantes

Les bactéries appartenant a I'espece B. licheniformis sont les sporieres les plus contaminants
couramment isolées dans le lait cru (Chauhan et al., 2013). Ces micro-organismes peuvent
parfois provoquer des maladies d'origine alimentaire. Des nausées, des vomissements, des
diarrhées et des crampes d'estomac ont été signalés 5 a 12 heures aprés la consommation de
divers aliments (Yeak et al., 2022), y compris des épices (Mathot et al., 2021). La présence de
B. licheniformis producteur de toxines a été signalée pour la premiére fois en Iran comme

cause de mammite bovine avec symptomes cliniques (Fasaei et al., 2023).

Geobacillus stearothermophilus et Anoxybacillus flavithermus sont les principaux
contaminants thermophiles sporulés dans la fabrication du lait entier en poudre, aprés B.
licheniformis (Delaunay et al., 2021). G. stearothermophilus est un contaminant fréquent des
produits laitiers, en particulier des laits en poudre, et sa présence est souvent considéree
comme un indicateur de mauvaise hygiene. Cette espece, caractérisée par sa capacite a former
des biofilms a la surface des équipements en acier inoxydable ainsi que par la capacité de ses
spores a survivre au traitement thermique, pose un sérieux probléeme dans la fabrication des
laits en poudre (Wang et al., 2021). A des niveaux élevés, elle peut provoquer une altération
du lait reconstitué car, aprés germination, les spores provenant du lait en poudre contaminé
peuvent entrainer une détérioration du produit par la production d'acide et d'enzymes (Kumar
et al., 2021a). L'espéce A. flavithermus a d'abord été identifiée dans des environnements
thermaux, puis isolée dans des laits en poudre ou des concentrations élevées de ces bactéries
peuvent réduire l'acceptabilité de la poudre sur les marchés (Karaca & Cihan, 2020). Les
spores de cet organisme sont tres résistantes a la chaleur, les cellules végétatives pouvant se
développer et former des biofilms sur des échangeurs de chaleur a des températures pouvant
atteindre 70 °C (Karaca et al., 2019a). Une autre espece pathogene capable de se développer a
des températures élevées pouvant atteindre 52 °C est B. cytotoxicus. Cet agent responsable
d'intoxications alimentaires a été isolé a partir de foyers d'intoxication alimentaire et est
capable de synthétiser la cytotoxine K-1, une cytotoxine diarrhéique (Ehling-Schulz et al.
2019), tandis que Bacillus sporothermodurans, une bactérie sporulée tres résistante a la
chaleur, a été isolée a partir de lait UHT (ultra-hautes températures) et de plusieurs autres
aliments (Owusu-Darko et al. 2019) (tableau 1).
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3. Sources de contamination du lait :

3.1. Contamination du lait cru par des bactéries sporulées a la ferme

La premiére contamination du lait de vache par des spores bactériennes se produit a la ferme

ou elles peuvent se développer, aprés germination, dans le lait en vrac (Gupta & Brightwell,

2023).

Les micro-organismes peuvent étre présents a plusieurs endroits de la ferme, tels que l'air, le

foin, la poussiere ou la surface des mamelles des vaches. B. licheniformis est la souche

sporulée la plus isolée dans I'environnement agricole, elle est presque toujours présente dans

les aliments pour animaux, la litiére, les mamelles des vaches laitiéres et les instruments de

traite. Cependant, il a été constaté que B. cereus est la bactérie sporulée dominante dans le lait

cru, étant collectée dans ce lait & des taux allant de 2 x 102 42 x 108.

Tableau 01 : espece bactérienne aérobie formant des spores présentes dans différents
aliments et environnements alimentaires avec les risques associés a leur presence.

Espéces

Bacillus
sporothermodura
ns

B. licheniformis
Geobacillus spp.
B. subtilis

B. pumilus

B. cereus

A. Flavithermus
B. megaterium
B. Clausii

P. Polymyxa

B.
amyloliquefaciens
B. licheniformis
B. cereus group
B. licheniforme

P. sanguinis,
P.brassicae,

B. thuringiensis,
B. licheniformis,
B. pumilus,

B. circulans

Origine des souches

Lait cru; le traite
culture

équipement ;
vertes et fourrage

Lait cru; lait pasteurisé ;
lait en poudre; lait au

babeurre ; fromage

Semoule de blé dur pain

Améliorateurs levure de

biére
Poudre de lait écrémé

Fromage
Cremoso )

(requeijao

Risque

Elevé résistance thermique

Alimentation gaspillage

Aliments altération

Pate a pain filante
intoxication

Détérioration des aliments

Aliments altération

Référence

Scheldemanet et al.
(2005)

Chauhan et
al.(2013)

Valerio et al.(2012)

Li, Hunt, et
al.(2019)
Oliveira et al.(2018)
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3.1.1. Pratiques d'hygiéne et stockage du lait cru
Un autre facteur critique dans la contamination du lait par des spores est la saleté des

mamelles et des trayons (Burtscher et al. 2024). La surface des mamelles des vaches peut
contenir diverses bactéries et spores provenant principalement du sol et des excréments. Le
nombre de spores dans le lait cru pourrait étre réduit en améliorant I'hygiene des trayons et en
mettant en ceuvre des pratiques hygiéniques dans I'exploitation, en particulier pendant la
préparation de la traite (Evanowski et al. 2020). Dans I'étude menée par Burtscher et al.
(2024), le nettoyage des trayons a permis de réduire de 0,6 log le nombre de spores présentes
sur la peau des trayons, et une forte corrélation a été observée entre la propreté moyenne des
vaches et le niveau de spores dans le lait. Les machines a traire peuvent étre contaminées par
des bactéries sporulées provenant de mamelles sales. Sept especes de Bacillus et trois espéces
de Peanibacillus ont été isolées a partir de machines a traire dans une étude menée par Weber
et al., (2019). Les micro-organismes isolés dans les exploitations agricoles peuvent facilement
contaminer les ustensiles de traite et donc le lait cru, qui devient alors lui-méme une source de
contamination des installations de transport et des cuves de stockage (Rodriguez-Diaz et al.,
2022). Magnusson et al. , (2007) ont suggére que la litiere est trés probablement la source de

contamination du lait cru et des cuves de stockage par B. cereus.

Le stockage du lait cru a des températures réfrigérées améliore sa qualité, mais il favorise la
sélection de micro-organismes psychrophiles et psychrotolérants qui deviennent dominants
aprés un stockage a basse température (Yalew et al., 2024). Les genres Bacillus et
Paenibacillus sont les sporiques psychrotolérants les plus courants liés a la détérioration des
produits laitiers (Buehler et al., 2018). Aprés une réfrigération prolongée, les bactéries
psychrotolérantes deviennent dominantes dans le lait. Le nombre total de bactéries sporulees
variait entre 0,75 £ 0,94 logio UFC/mL et 5,20 + 1,41 logio UFC/mL aprés une réfrigération
prolongée, en fonction des pratiques d'hygiene et de la propreté des vaches, selon (Masiello et
al., 2017).

3.2. Contamination du lait a la laiterie

Bien que la contamination du lait par des bactéries sporulées soit importante a la ferme, cette
contamination pourrait étre multipliée par la croissance bactérienne tout au long de la chaine
de production (Doll et al., 2017 ; Flint et al., 2020). Elle peut ainsi atteindre des taux
alarmants, présentant un risque pour les consommateurs dans le cas d'agents pathogénes, ou
entrainer une altération du produit, formant ainsi un obstacle biologique qui limite la durée de

conservation du lait (Lott et al., 2023). Une fois que le lait cru quitte la ferme, il est stocké
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dans des cuves et transporté dans des camions qui pourraient étre les premieres sources
supplémentaires de contamination par des spores (Nyokabi et al., 2021). Les souches de
Bacillus spp. présentes dans le lait pasteurisé proviennent de la germination des spores
contenues dans le lait cru (Griep-Moyer et al., 2022). Cependant, les spores peuvent étre

introduites dans le lait par I'environnement de l'usine laitiére ou le lait.

La contamination peut se produire avant ou apres la pasteurisation, lorsque le lait peut étre
contaminé par des spores qui ne sont soumises a aucune ou presque aucune concurrence de la

part des cellules végétatives (Flint et al., 2020 ; Martin et al., 2023).

En Algérie, une étude de la microflore de cing usines laitiéres a montré que Bacillus spp. Etait
prédominant, avec une proportion comprise entre 51 et 72 %. Ces bacillus ont été isolés dans
les canalisations des segments pré et post-pasteurisation (Malek et al., 2012). Malek et al.
(2013) ont ensuite souligné que le lait en poudre importé était la principale source de
contamination initiale du lait pasteurisé reconstitué par des bactéries sporulées. Ils ont
constaté que ce microbiote interne était hébergé et adapté a l'environnement laitier et aux
conditions de transformation, y compris les traitements de désinfection et de chauffage
appliqués. Plus tard, en 2016, Cherif-Antar et ses collegues (Cherif-Antar et al., 2016) ont
observé que le nombre de souches de Bacillus était passeé de 14 % sur les tuyaux du segment
avant pasteurisation a 26 % sur les tuyaux du segment aprés pasteurisation, ce qui indique les
difficultés rencontrées par les industries laitieres algériennes pour contrbler la qualité
microbienne du lait pasteurisé . Cependant, ils ont conclu a une variation microbienne
quotidienne dans les tuyaux laitiers, montrant que le lait cru était la principale source de
micro-organismes. La contamination post-pasteurisation est principalement dominée par des
bactéries Gram négatives (Murphy et al., 2021) et est principalement due a de mauvaises
pratiques d'hygiene. Cependant, Reichler et al., (2020) ont montré que la contamination post-
pasteurisation par des spores peut se produire a différents endroits, tels que la vis de la
machine d'emballage, le réservoir de nivellement de la machine d'emballage et le réservoir de
stockage du lait pasteurisé. On pense que les spores se trouvent a différents endroits
considérés comme critiques pour le nettoyage, tels que les crevasses, les vannes, les joints, les
impasses , les coins, les fissures et les joints ou les spores peuvent adhérer et persister (voir

section 6)
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Fig. 1. Sources de contamination du lait par des bactéries aérobies sporulantes (image creée
avec bioRender) (Medjahdi et al ., 2025).

Des études par typage moléculaire (profil des acide s gras), PCR aléatoire amplifiée de I'ADN
polymorphe, rep-PCR) ont montré que les génotypes dans le lait pasteurisé et ses dérivés sont
différents de ceux du lait cru (Te Giffel et al., 2002), ce qui suggere que la contamination
provient de l'environnement de transformation des produits laitiers (tableau 2). La
contamination du lait par les micro-organismes présents dans l'air doit encore étre clarifiée.
L'air pourrait avoir une importance mineure, les bactéries positives étant les principales
bactéries non Gram-negatives de la population microbienne de l'air avec les systéemes de
ventilation, les mouvements d'air a l'intérieur de l'usine, les siphons de sol et le personnel
(Touch & Deeth, 2009).

Un autre point critique pour la qualité hygiénique du lait est la machine de remplissage. Si
celle-ci ne fonctionne pas correctement, si le matériel d'emballage n'est pas stérilisé ou si des
biofilms se forment sur les tuyaux de remplissage, le lait peut étre contaminé (Fysun et al.,
2019). Des souches appartenant a B. cereus ont été isolées dans du lait pasteurisé juste apres
conditionnement et a la surface de la machine de remplissage aprés nettoyage et désinfection
(Samapundo et al., 2014). Ces auteurs ont conclu que des surfaces mal nettoyées sont a

l'origine de la contamination du lait par B. cereus.

Selon Lott et al., (2023), les bactéries sporulées responsables de l'altération peuvent survivre

aprés la pasteurisation et leur détectabilité dépend principalement de la température de
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stockage. De plus, le temps nécessaire pour atteindre des concentrations bactériennes (proches
ou supérieures a 10° CFU/mL) dans le lait liquide associées a des défauts sensoriels pour les
consommateurs a été estimé a 68, 27 et 10 jours pour le lait conservé a 3, 6,5 et 10 °C,
respectivement. Plusieurs études ont rapporté l'isolement de bactéries sporulées dans du lait
pasteurisé en ligne et emballé, en particulier du genre Paenibacillus. Cependant, Rush et al.,
(2022) ont démontré que ces souches sont incapables de sporuler dans du lait liquide & haute

température et a courte durée de conservation tout au long de sa durée de vie.

Ces spores germeront et proliféreront dans le lait pasteurisé. Dans ces conditions, les souches
de Bacillus spp. sont détectées tdt dans le lait pasteurisé frais, tandis que les souches de
Paenibacillus spp. dominent plus tardivement a différentes étapes de sa vie.

A l'exception de la contamination post-pasteurisation par des bactéries Gram-négatives,
Paenibacillus spp. est probablement le groupe de bactéries psychrotolérantes predominantes
dans le lait refrigéré (Beno et al., 2020).

Tableau 02 présence de bactéries sporulantes a différents niveaux de la chaine de production
laitiéres.

Aliments Nombre Log1o Souche Nombre Reference
d’échantillons UFC/ml prédominantes d’isolat
ou /g
Lait écrémé en 22 2.8 B cereus 207 Reginensi et al.
poudre B licheniformis (2011)
(TSC/g) 22 3.2 B. megaterium
Lait entier en B. subtilis
poudre B. megaterium
Silo a lait cru 36 0.64 B. cereus Svensson et al.
(2000)

lait cru 18 3.7 B. licheniformis 186 Scheldeman et al.
(TSC/ml) B. pallidus 152 (2005)

B. farraginis 56

B.subtilis group 301
Machine a 64 3.67 B. pallidus 158
traire  (TSC/
écouvillon)
Cultures vertes 36 5.13 B. farraginis 56
Fourrage 32 5.46 Groupe 301
(TSClg) B. subtilis
Lait en 25 3.6 B. licheniformis 738 Sadiq et al. (2016b)
poudre
(TSClg)

11
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Feéces (TSC/g)

Aliments
(mélange  de
foin et de
ceréale)
(TSClg)
Lait
(MSC/ml)
Sol/g

cru

Fumier
(MSCl/g)

Sol (MSC/qg)
Composants de
I’alimentation

(MSC/g)

Laitiere
(MSClqg)
sedimentation
de lair
(MSC/ml)
Ecouvillon
d’extrémité de
trayon
(MSC/ml)
Serviette
utilisées lors de
préparation de
mamelle
(MSC/ml)

Lait

Salle de traite
aair

Foin du jour
Foin du mois
Poussiére
Surface de
trayon

200 (10 bovin ,
quatre jours
cing fois par
jour)

/

>200

34

33
127

36

32

30

16
16
16
16

4.7-6.2

6.3

0.3-1.8

2.7-5.4

5.87

5.68
2.91

0.64

4.62

1.24

1.56

12.5%
33.3%

43.75%
50%
25%
31.25%

B. subtilis,
B. cereus

B. subtilis,

B.licheniformis

Bacillus
licheniformis
Groupe

B. cereus

/

/

/

/

/

/

/

Bacillus spp.

4. Résistance thermique des spores bactériennes

150
Wu et al. (2007)

30

106 Martinez et  al.
(2017)

28 Mcauley et al.
(2014)

/

/

/

/ Martin et al. (2019)

/

/

7

10
Vacheyrou et

40 al.(2011)

55

19

25

Les traitements thermiques sont les méthodes de conservation les plus fréquentes dans

I'industrie alimentaire. Ces procédés se sont révélés trés efficaces pour tuer les micro-

organismes par chaleur humide. Il existe plusieurs types de pasteurisation selon les

12
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combinaisons temps/température appliquées. Le lait pasteurisé est un lait qui a été traité de
maniere uniforme a une température d'au moins 72 °C pendant 15 secondes ou selon une
combinaison temps/température équivalente donnant le méme effet, avec destruction de tous
les micro-organismes pathogenes non sporulant et réduction a un niveau acceptable des
micro-organismes non sporulant responsables de l'altération, tout en conservant les propriétés
organoleptiques et nutritionnelles du lait (Dash et al., 2022) . Les processus de traitement
thermique sont souvent basés sur les pires scénarios possibles, en tenant compte de la
composition du produit et des conditions d'utilisation. Des températures de traitement
excessives ont un effet néfaste sur la qualité du produit, mais aussi sur le colt de la
consommation d'énergie, sans oublier I'impact environnemental dii aux émissions de CO:
(Van Zuijlen et al., 2010).

La pasteurisation n'élimine pas les enzymes protéolytiques et lipolytiques sécrétées par les
bactéries sporulées ; en outre, les spores bactériennes échappent généralement a ce traitement
et peuvent persister dans les équipements laitiers, car la pasteurisation n'est pas congue pour
inactiver completement les spores qui ne subissent que des dommages sublétaux (Wells-
bennik et al., 2016). En fait, ce traitement thermique peut induire la germination des spores,
suivie d'une prolifération qui réduit par conséquent la durée de conservation du lait (Den
Besten et al., 2018 ; Wen et al., 2022).

Le traitement du lait a 135 °C pendant quelques secondes (procédé appelé UHT) entraine la
destruction de tous les micro-organismes préesents dans le lait, y compris les spores (Deeth,
2021a). Cependant, des cas de contamination du lait UHT ont été enregistrés, les spores
incriminées étant considérées comme tres résistantes a la chaleur, en particulier B.
sporothermodurans, une bactérie mésophile formant des spores qui peut provoquer un
changement de goQt et de couleur vers un rose tres clair ainsi que la coagulation des proteéines.
Cette bactérie n'a pas d'effet toxique, le lait traité par UHT est un produit sr mais pas
nécessairement sterile, ce qui le rend plus important sur le plan technologique car le lait UHT

est destiné a une conservation a long terme sans réfrigération (Deeth, 2021a).

En partant du principe que la mort cellulaire suit une cinétique de premier ordre, les courbes
d'inactivation des spores traitées thermiguement sont présentées sous forme de graphiques
linéaires représentant la survie en fonction du temps (Deeth, 2021a). Le temps de réduction
décimale, connu sous le nom de valeur D et exprimé en minutes, est une mesure largement

utilisée de la résistance a la chaleur. Il est obtenu a partir de I'inverse négatif de la pente de ces

13
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graphiques et représente le temps nécessaire pour tuer 90 % de la population de spores ou
pour réduire de dix fois la concentration initiale (Reineke & Mathys, 2024). En outre, la
valeur Z, qui est une mesure de la sensibilité des spores aux changements de température,
représente la différence de température nécessaire pour réduire de dix fois la valeur D (Aaliya
et al., 2021). Ces deux valeurs sont caractéristiques de chaque souche et fournissent les
informations nécessaires a l'estimation de la destruction des spores par les processus de
chauffage. Une corrélation a été établie entre la température de croissance optimale de
différentes espéces bactériennes formant des spores et la résistance a la chaleur de ces spores
par rapport a celles des spores mésophiles. Ainsi, les spores des espéces thermophiles sont
généralement plus résistantes a la chaleur que celles des especes mésophiles (Eijlander et al.,
2019).

Dans l'etude de la résistance a la chaleur des spores, plusieurs facteurs sont contrélables ou ne
doivent pas étre pris en compte, tels que I'historique de la souche, la composition et la texture
du milieu, Trhistorique thermique des spores (temperature de pré-incubation ou de
sporulation), la pré-adaptation possible a différents types de stress ainsi que l'interaction entre
divers facteurs (Freire et al., 2024 ; Pahala- gedara et al., 2023 ; Wells-Bennik et al., 2019).
Outre les conditions de chauffage, la résistance a la chaleur dépend également des conditions

de récupération des cellules survivantes (Setlow & Christie, 2021).

L'hétérogénéité de la réponse des spores issues d'une méme population au traitement
thermique est une préoccupation majeure en matiere de detérioration des aliments et de
maladie d’origine alimentaire ; elle pourrait s’expliquer par I’accumulation de dommages au
sein de la spore (Wells-Bennik et al., 2019).

5. Structure des spores et leur role dans la résistance des spores

La résistance des spores a la tempeérature, aux rayons UV, aux désinfectants et au
dessechement, ainsi que leurs propriétés adhesives qui leur permettent d'adhérer aux surfaces
des équipements et de résister aux méthodes de nettoyage, font que les spores sont présentes
dans les environnements cliniques, les chaines de production biotechnologiques et
alimentaires (Hamiot et al., 2023). Plusieurs facteurs interviennent dans la résistance des
spores a différentes conditions de stress, telles que celles rencontrées dans les environnements

laitiers.

)] La structure et la composition chimique des spores jouent un rdle majeur dans leur

résistance,
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i) les conditions de sporulation,
iii) la capacité des spores a réparer les dommages accumulés (Setlow & Christie, 2023).

L'exosporium, une structure lache en forme de ballon présente dans le groupe B. cereus, est la
couche la plus externe des spores matures. L'exosporium assure la surface de contact primaire
entre la spore et lI'environnement/I'hdte et est un site d'antigenes sporulaires (Norris et al.,
2023). Les spores entourées d'un exosporium sont également recouvertes d'appendices
protéiques morphologiquement identiques aux pili des bactéries Gram-négatives et Gram-
positives (Pradhan et al., 2021). Ces fibres ressemblant a des pili joueraient un r6le important
dans l'auto-agrégation, l'adhésion et la formation de biofilms (Jonsmoen et al., 2024).
L'enveloppe est importante pour la résistance des spores a divers produits chimiques tels que
la plupart des agents oxydants, notamment le dioxyde de chlore, I'hypochlorite et I'ozone, aux
enzymes peptidoglycanolytiques et a la prédation par les protozoaires (P. Setlow & Christie,
2021). Le processus de maturation qui se produit apres la libération des spores du
sporangium, probablement dd a une augmentation des liaisons croisées des protéines de
I'enveloppe par des enzymes présentes dans celle-ci, peut entrainer une augmentation
substantielle de la résistance a la chaleur humide et a I'nypochlorite, ainsi qu'aux traitements
par UV et lumiére pulsée (Clair et al., 2020 ; Setlow & Christie, 2023). L'enveloppe protege
la spore contre ces produits chimiques en limitant leur accés aux couches plus profondes, car
elle empéche le passage de fragments de plus de 10 kDa. De plus, les protéines de I'enveloppe
peuvent jouer un role dans la dégradation ou la neutralisation des produits chimiques nocifs
(Setlow & Christie, 2023). Sous l'enveloppe, la membrane externe n'a pas d'effet notable sur
la résistance des spores a la chaleur, aux rayonnements et a certains produits chimiques
(Setlow & Christie, 2021).

Le cortex est composé de peptidoglycane légerement différent du peptidoglycane des cellules
en croissance (absence d'acides téichoiques et élimination de nombreuses chaines latérales
peptidiques avec une diminution concomitante des liaisons transversales des brins
glycaniques, de nombreux résidus d'acide muramique sont présents sous forme de muramique
delta-lactame et d'autres sont liés a un seul résidu d'alanine, au lieu d'un muramyl-peptide
avec ou sans liaison transversale (Setlow & Christie, 2023). Le cortex participe a la
déshydratation et au maintien de la déshydratation du noyau des spores, ou sa dégradation
entraine une réhydratation immédiate du noyau, l'activation d'enzymes et la perte des

propriétés de résistance (Setlow, 2006).
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La composition de la membrane interne des spores est trés similaire a celle de la membrane
des cellules végétatives, mais elle semble tres comprimée dans la spore, les molécules
lipidiques de la membrane interne étant largement immobiles, ce qui se traduit par une trés
faible perméabilité aux petites molécules hydrophiles et hydrophobes (Moir & Christie,
2023). Ainsi, la membrane interne de la spore constitue une barriére de perméabilité solide
qui joue un role majeur dans la résistance des spores a de nombreux produits chimiques, en

particulier ceux qui peuvent endommager I'ADN des spores (Mokashi et al., 2020).

La faible teneur en eau du noyau est probablement le principal facteur responsable de I'état
stationnaire enzymatique de la spore et le facteur le plus important déterminant la résistance
de la spore a la chaleur humide (Setlow & Christie, 2021). La modification des conditions de
sporulation peut affecter la résistance des spores, comme démontré précédemment, ou des
températures de sporulation plus élevées ont entrainé une résistance a la chaleur plus élevée,
en partie due a la faible teneur en eau du noyau. La capacité des rayons gamma a générer des
radicaux hydroxyles nocifs est probablement également réduite par la faible teneur en eau du
noyau (Freire et al., 2024).

Au cours de la sporulation, la teneur en eau du noyau est réduite par ’accumulation d'une

grande quantité d'acide dipicolinique dans le noyau des spores.

L'acide dipicolinique (DPA) représente environ 25 % du poids sec des spores et chélate avec
des cations divalents, principalement Ca?* (Setlow & Christie ; 2023). La quantité et la nature
des minéraux présents dans le noyau ont également une incidence sur la résistance des spores
a la chaleur humide, une minéralisation plus élevée étant généralement associée a une
résistance plus élevée des spores a la chaleur humide. L'acide dipicoinique remplace la teneur
en eau du noyau de la spore. Ainsi, plus le noyau de la spore est riche en acide dipicolinique
et en cations divalents, plus il est déshydraté (Cho & Chung, 2020), ce qui augmente la
résistance des spores a la chaleur humide en protégeant les protéines du noyau contre
I'inactivation ou la dénaturation par la chaleur humide (Yu et al., 2023) . Le DPA contribue
également a la résistance a la chaleur séche des spores en protégeant I'ADN contre les
dommages. Une autre fonction du DPA est son réle dans la résistance des spores aux rayons
UV, qui affecte a la fois la photoréactivité de 'ADN des spores et la nature des photoproduits
générés (Nardi et al., 2021).
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6. Adhérence des spores et formation de biofilm

Les spores sont reconnues pour leur capacité a adhérer a différentes surfaces de substrats
présents dans l'industrie alimentaire. Cette capacité d'adhérence est généralement liée a
I'nydrophobicité des spores et a la présence d'appendices (Nilsson et al., 2023). De plus, les
résidus de lait déposés sur les parois internes des canalisations favorisent la fixation, la
germination et la croissance des spores non inactivées par le processus de pasteurisation, et un
nouveau cycle de contamination et de formation de biofilm avec sporulation est initié (Hamiot
et al., 2023). L'adhérence des spores aux surfaces différe de celle des cellules végétatives, car
les spores sont métaboliquement dormantes et immobiles. Des études ont montré que les
spores se trouvent au fond des biofilms, mais aussi a I'interface air-liquide, ce qui permet leur
élimination avec le lait qui s'écoule ou lors du ringcage final (Faille et al., 2014). De plus, les
bactéries du genre Bacillus forment des biofilms plus denses a I'interface air-liquide-paroi que
sur les surfaces entiérement immergées. Cette observation pourrait s'expliquer par la
disponibilité d'oxygene a cette interface, conduisant a une croissance supplémentaire sur les
tuyaux partiellement remplis ou mal drainés a la fin du cycle de production (Jha et al., 2020).
Cela souligne I'importance du drainage et du séchage des équipements apres le nettoyage. La
formation de biofilms par des bactéries sporulées ou leur intégration dans des biofilms mixtes
provoque une altération des produits en raison de leur capacité a produire des enzymes
extracellulaires induisant la détérioration des produits (Didouh et al., 2023). En outre,
certaines espéces produisent des entérotoxines responsables d'épidémies d'origine alimentaire
(Huang et al., 2020). Ces biofilms sont connus pour étre trés résistants aux proceédures de
nettoyage et de désinfection (Maillard & Cen-teleghe, 2023). Ils constituent non seulement
une source potentielle de contamination, mais peuvent également augmenter le taux de
corrosion, réduire le transfert de chaleur et augmenter la résistance au frottement des fluides
(Xu et al., 2021). De plus, les bactéries formant des endospores sont capables de former des
biofilms sur l'acier inoxydable dans une large gamme de températures allant de 5 °C a 15 °C
(Pereira da Silva et al., 2022) a 60-65 °C pour les bactéries thermophiles formant des spores
présentes sur les plaques d'échange thermique et les évaporateurs telles que G.
stearothermophilus et A. flavithermus (Karaca et al., 2019b). Kumar et al. (2021b) ont
découvert que la température affecte la formation de biofilms et de spores par les bactéries
thermophiles pendant la fabrication du lait en poudre. Ce processus pourrait étre retardé par
le préconditionnement des surfaces en acier inoxydable avec des protéines de lait adsorbées,

ce qui pourrait retarder l'apparition de biofilms et la formation de spores.
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La sporulation et la formation de biofilms par les espéces Bacillus, en particulier B. cereus,
sont liées entre elles (Ghosh et al., 2024). La SpoVG, un régulateur important de la
sporulation, pourrait étre impliquée dans la formation de biofilms par B. cereus (Huang et al.,
2021). Les biofilms formés sur les surfaces en contact avec les aliments pourraient créer un
environnement optimal pour la sporulation des bacilles (Huang et al., 2021 ; Jha et al., 2020)
ont rapporté une sporulation plus élevée a l'intérieur des biofilms par rapport aux cellules
planctoniques, ce qui suggere que le biofilm est la source des spores libérées par I'équipement
dans le lait. Faille et al. (2014) ont montré que jusqu'a 90 % du biofilm de Bacillus formé sur
I'acier inoxydable était constitué de spores, ce taux variant en fonction de la souche et des
conditions de formation du biofilm.

7. Stratégies d'élimination des spores

De nombreuses mesures peuvent étre prises pour réduire la charge microbienne dans le lait
pasteurisé, notamment le nettoyage et l'assainissement, le refroidissement du lait pendant le
stockage, l'ajout de dioxyde de carbone, l'application de bioconservateurs, les traitements
thermiques et non thermiques (traitement a haute pression, technologie des champs
électriques pulses, ultrasons, centrifugation et microfiltration) ainsi que la combinaison de

plusieurs de ces mesures (Neokleous et al., 2022).

7.1. Elimination des spores a la surface des équipements par nettoyage en place (CIP)
Afin d'optimiser les opeérations de nettoyage, il est nécessaire de préciser les objectifs, de
gérer les variables et les contraintes telles que la température, le débit des agents nettoyants en
plus de leur composition chimique (Palabiyik et al., 2022). 1l faut trouver un équilibre entre
I'efficacité souhaitée du processus, les intervalles de temps entre deux opérations de nettoyage
successives, le temps, la température, la concentration des produits chimiques utilisés, le codt
de I'énergie et la consommation d'eau (cercle de Sinner) (Wilson et al., 2022). Le nettoyage
permet de maintenir la qualité et la sécurité du produit, en plus de I'efficacité de la production
(Timmerman, 2024). Un CIP (cleaning in place) typique est un systéme de lavage circulatoire
qui ne nécessite ni démontage ni ouverture des équipements et des circuits de tuyauterie. Le
CIP consiste également a pulvériser et a faire circuler des liquides de nettoyage sur les
surfaces des équipements dans des conditions de turbulence et de vitesse d'écoulement
accrues (Pant et al., 2023).

Le CIP élimine les salissures alimentaires et les résidus nécessaires au développement

bactérien et réduit a un niveau acceptable le nombre de micro-organismes existants, laissant
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peu de micro-organismes sans nutriments ni méme sans protection. Un régime CIP efficace
doit éliminer le maximum de cellules du biofilm avec la meilleure combinaison

temps/température (Pant et al., 2023).

Les facteurs qui influencent le nettoyage sont les paramétres du processus de nettoyage
(température, durée, débit, concentration de l'agent chimique), la nature des salissures
(viscosité, protéines, sucres, minéraux, biofilm) et leur degré d'adhérence, ainsi que les
caracteéristiques physico-chimiques de la surface de I'équipement (topographie, présence de
fissures, énergie libre de surface, mouillabilité, valeur moyenne de rugosité (RA) qui évalue
les irrégularités de la surface, etc.) (Li et al., 2019). L'efficacité du nettoyage est déterminée
par I'énergie mécanique, chimique et thermique, ainsi que par le temps de contact. Ces
parametres sont lies et dépendent les uns des autres. etc.) (Li et al., 2019). L'énergie
mécanique, chimique et thermique, ainsi que le temps de contact, déterminent l'efficacité du
nettoyage. Ces parametres sont liés et dépendent les uns des autres. La force mécanique ou
I'effet hydrodynamique qui élimine les salissures par action physique se présente dans le
processus CIP sous la forme de forces de cisaillement créées par le flux (Rovira, 2016). En
général, le flux doit étre turbulent avec une vitesse d'au moins 1,8 m/s (Smithers, 2022). Cette

vitesse est choisie sur la base d'une longue expérience et des pratiques industrielles.

Les forces de cisaillement des solutions nettoyantes a l'interface solide-liquide jouent un role
trés important dans le processus de nettoyage (Li et al., 2019). Ces forces contribuent de
maniére significative a I'élimination des bactéries, qui ne peuvent avoir lieu que si les forces
de cisaillement dépassent celles d'adhérence. L'élimination de 50 % des tapis de spores a
nécessité des contraintes de cisaillement caractéristiques nettement supeérieures a celles
imposées par les débits industriels standard dans les tuyaux (Wang et al., 2019). Bénezech et
Faille (2018) n'ont constaté aucune difféerence dans la cinétique de détachement du biofilm
sans forces de cisaillement, méme en utilisant une concentration accrue d'’hydroxyde de
sodium (NaOH). Les forces chimiques agissent en dissolvant les salissures afin de faciliter
leur élimination (Li et al., 2019). Parfois, plusieurs agents chimiques sont nécessaires pour
éliminer les biofilms : un agent pour tuer les organismes et dautres pour faciliter le
détachement des cellules mortes et des résidus (Landel & Wilson, 2024). En général, on
utilise d'abord des détergents alcalins pour dissoudre les protéines, les sucres et tout type de
contaminants organiques. Les concentrations de NaOH varient de 0,5 a 2 % (p/v) a un pH
compris entre 11,5 et 13,5. L'étape suivante consiste a nettoyer a l'aide d'acides capables de

dissoudre les salissures inorganiques (minéraux). L'acide nitrique, l'acide phosphorique
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(H3POy), l'acide chlorhydrique (HCI) et I'acide sulfurique (H2S04) sont couramment utilisés
dans l'industrie laitiere & des concentrations comprises entre 0,5 et 1 % (p/v) pendant 5 a 20
minutes (Pant et al., 2023). L'élimination totale des spores adhérentes n'a été obtenue qu'apres
avoir appliqué la procédure CIP compléte avec un detergent anionique et un détergent acide,
suivie d'une désinfection a I'nypochlorite de sodium (Ribeiro et al., 2019).

Une large gamme de produits chimiques, notamment divers agents endommageant I'ADN,
certaines amines et certains alcools, ainsi que des agents oxydants, des aldéhydes, des acides
et des bases, sont utilisés pour tuer les spores (Setlow & Christie, 2023). La saturation de
I'ADN des spores par des protéines de type o/ (SASP) les protége, au moins en partie, de la
destruction par des acides tels que I'acide nitreux, largement utilisé dans l'industrie laitiére
(Meaney et al., 2016).

L'énergie thermique vient renforcer l'effet des deux premiers facteurs (forces de cisaillement
et produits chimiques). L'efficacité des détergents augmente avec la tempeérature, car les
molécules se déplacent rapidement et entrent en collision a des températures élevées, ou les
salissures sont ramollies et fondues (Landel & Wilson, 2024). Cependant, aucune
amélioration significative de I'efficacité du nettoyage n'a été observée lorsque la température
était supérieure a 45 °C et que la contrainte de cisaillement sur la paroi était supérieure a 0,65
Pa (Fan et al., 2023).

Le traitement des spores de B. cereus a I'hydroxyde de sodium a haute température entraine la
perte des appendices et l'altération de l'intégrité de I'exosporium. De plus, Faille et al. (2007)
ont observé une altération du cortex avec une perturbation partielle des couches supérieures.
Ces mémes auteurs ont rapporté le méme phénoméne dans une autre étude : lors d'un
nettoyage a l'aide de NaOH a 2 % a une température de 80 °C, ce traitement semble affecter la
structure de I'exosporium, entrainant une destruction totale des appendices, tandis que
I'enveloppe est partiellement endommagée (Faille, Sylla, et al., 2010). Cette lésion de
I'enveloppe sensibiliserait ensuite les spores survivantes aux étapes suivantes de désinfection

par I'nypochlorite de sodium ou le peroxyde d'hydrogéne (Faille, Lequette, et al., 2010).

Une approche visant a limiter l'adhérence des spores a été proposée en favorisant leur
germination, ce qui les rend plus sensibles aux processus CIP, car la germination est un
processus rapide qui peut prendre 30 minutes pour certaines espéces (Fan et al., 2023).
Cependant, la couche de substances polymeéres extracellulaires (EPS) qui empéche la

pénétration des germinants (molécules qui déclenchent la germination des spores) et le risque
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qu'elle comporte en favorisant la croissance des cellules germées rendent cette approche

difficile a mettre en ceuvre et nécessitent des recherches plus approfondies.

L'utilisation d'enzymes dispersantes pour détruire I'EPS des biofilms s'est avérée efficace dans
divers modéles d'infection animale in vivo et pourrait constituer une alternative possible
lorsque les agents nettoyants ne donnent pas de résultats satisfaisants pour éliminer les
biofilms (Sharma & Pagedar Singh, 2018 ; Wang et al., 2023).

7.2. Nouvelles stratégies pour controler les micro-organismes sporulés dans I'industrie
alimentaire
Les progres récents dans les technologies de conservation des aliments ont permis de fournir

des aliments sdrs et plus nutritifs. Les technologies physiques d'inactivation des spores,

notamment le traitement thermique ultra court.

Les traitements, la pression isostatique élevée et les technologies électromagnétiques, telles
que les champs électriques pulsés, la lumiere UV, le plasma a pression atmosphérique froide,
peuvent tous étre cités (Koutchma et al., 2020 ; Reineke & Mathys, 2024). Une technologie
émergente permettant de préserver le godt et la valeur nutritionnelle des aliments liquides tels
que le lait, basée sur le micro-ingenierie des procédes, est la pasteurisation ultra-courte (USP)
et la stérilisation ultra-courte (USS) appliquées a des températures élevées, mais avec des
temps de maintien de I'ordre de la milliseconde (ms), 'USP étant comprise entre 10 et 200 ms
a 90-100 °C, et I'USS entre 10 ms et 1 s a 147-180 °C (Mathys, 2018). La haute pression
isostatique (150 MPa-550 MPa) a des températures <80 °C est une autre technologie qui cible
vraisemblablement les complexes membranaires, affectant la perméabilité IM et induisant la
libération de Ca2+-DPA et la réhydratation du noyau des spores, ce qui entraine le
déclenchement de la germination des spores, permettant ainsi une inactivation ultérieure dans
des conditions douces (Heydenreich et al., 2024) . Les champs électriques pulsés (PEF) sont
une technologie non thermique basée sur I'application d'un courant électrique dans un champ
électrique alternatif dans une gamme d'utilisation tout en maintenant la température des
aliments aussi basse que possible (Pillet et al., 2016). Il a été demontré que les PEF détruisent

partiellement l'enveloppe des spores en clivant les couches protéiques de I'enveloppe.

La lumiére UV est utilisée pour la décontamination des surfaces afin de détruire les cellules
en croissance et, dans une moindre mesure, les spores. Le spectre UVC de 200 a 280 nm
correspond aux longueurs d'onde généralement utilisées dans l'industrie alimentaire et la dose

d'UV est exprimée en joules par unité de surface (J/m) recue par unité de surface (Soni et al.,
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2016). La longueur d'onde de 254 nm était la plus utilisée pour la décontamination.
Cependant, Taylor et al. (2020) ont montré que le rayonnement UV de 222 nm, une
alternative potentiellement plus sre au rayonnement UV de 254 nm, pouvait également étre
utilisé pour tuer les spores en endommageant leur ADN.

Le plasma a pression atmosphérique froide (CAPP), un gaz partiellement ionisé maintenu a
basse température, est une autre technique prometteuse de traitement non thermique des
aliments pour désinfecter les aliments et les surfaces en contact avec les aliments, mais aussi
pour stériliser les aliments. Le plasma froid a déja été proposé comme substitut aux procédés
conventionnels de transformation du lait (Harikrishna et al., 2023). Les spores sont inactivées
par le CAPP en raison des dommages causes a la membrane interne des spores et aux

proteines clés de germination, ainsi qu'aux dommages causés a 'ADN (Hertwig et al., 2018).
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1- Genéralités sur les huiles essentielles
Les huiles essentielles sont des extraits naturels aromatiques produits par de nombreuses
plantes. Elles sont constituées d’un mélange complexe de composés volatils issus du
métabolisme secondaire végétal, notamment des terpenes, des alcools, des aldéhydes et des
esters. Ces substances sont présentes dans différentes parties de la plante telles que les fleurs,
les feuilles, les fruits, les racines et les écorces (Bakkali et al., 2008). Selon la Pharmacopée
Européenne, les huiles essentielles sont obtenues principalement par entrainement a la vapeur
d’eau, hydrodistillation ou, dans le cas des agrumes, par expression mécanique du péricarpe
frais. Aprés extraction, elles sont séparées de la phase aqueuse par des procédés physiques
adaptés (European Pharmacopoeia, 2020). Bien qu’elles soient présentes en faibles quantités
dans les tissus végétaux, elles possedent une forte volatilité et une odeur caractéristique, ce
qui explique leur diffusion rapide dans I’atmosphére (Dhifi et al., 2016). La richesse de leur
composition chimique confere aux huiles essentielles de nombreuses propriétés biologiques
telles que les activités antimicrobienne, antifongique, antioxydante et anti-inflammatoire. Ces
propriétés justifient leur utilisation dans plusieurs domaines, notamment la pharmacie, la
cosmétique, I’industrie agroalimentaire et la médecine traditionnelle. De plus, plusieurs
études récentes soulignent leur intérét comme alternative potentielle dans la lutte contre la
résistance microbienne (Nazzaro et al., 2017). Depuis I’Antiquité, les huiles essenticlles
occupent une place importante dans différentes pratiques thérapeutiques et culturelles. Elles
sont utilisées aussi bien pour leurs propriétés médicinales que pour leurs qualités aromatiques.
Actuellement, elles représentent un élément essentiel de I’aromathérapie moderne et
continuent de faire I’objet de nombreuses recherches scientifiques en raison de leurs

applications variées (Orchard et Van Vuuren, 2017).

2- L’activité antibactérienne des huiles essentielles :
Les huiles essentielles, extraites de plantes aromatiques et médicinales, constituent une
source naturelle riche en composés bioactifs dotés d’un potentiel antibactérien important.
Leur intérét en microbiologie réside dans leur capacité a agir contre un large éventail de
micro-organismes pathogenes, notamment en inhibant leur croissance et en compromettant
leur survie cellulaire. Plusieurs études récentes ont confirmé que ces extraits végétaux
présentent une activité antimicrobienne significative, renforcant ainsi leur intérét comme
alternatives ou compléments aux antibiotiques conventionnels, dans un contexte marqué par
I’augmentation des résistances bactériennes. Cette activité est principalement attribuée a leur

composition chimique complexe, dominée par des monoterpénes, des sesquiterpénes et des
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composés phénoliques volatils tels que le thymol, le carvacrol et I’eugénol. Ces molécules
exercent leur action en perturbant 'intégrit¢ de la membrane cytoplasmique bactérienne,
entrainant une augmentation de sa perméabilité, une perte du contenu intracellulaire ainsi
qu’un déséquilibre du gradient ionique. Elles peuvent également inhiber des enzymes
essentielles impliquées dans le métabolisme bactérien, conduisant ainsi a 1’arrét de la
croissance microbienne. Par conséquent, les huiles essentielles représentent une piste
prometteuse pour le développement de nouvelles stratégies antimicrobiennes ciblant les
bactéries multirésistantes (Alvarez-Martinez et al., 2021 ; Mutlu-Ingok et al., 2020).

3- Définition :
Le Rosmarinus officinalis L., connu sous le nom de romarin, est une plante aromatique et
médicinale appartenant a la famille des Lamiaceae. Il s’agit d’un arbuste vivace largement
répandu dans les régions méditerranéennes, caractérise par des feuilles persistantes fortement
aromatiques et riches en huiles essentielles (Nieto et al., 2018). Le romarin est naturellement
présent dans le bassin méditerranéen, notamment en Europe du Sud, en Afrique du Nord et en
Asie occidentale. 11 se développe spontanément dans des zones séches, rocheuses et arides, et

s’adapte facilement aux conditions climatiques difficiles (Borges et al., 2019).

Figure 02 : Rosmarinus officinalis

En Algérie, Rosmarinus officinalis est trés commun a I’état spontané, surtout dans les régions
montagneuses, les maquis, les terrains pauvres et les zones cotiéres. 1l est également utilisé de
maniére traditionnelle en phytothérapie, en alimentation et en cosmétique grace a ses
propriétés biologiques et a la richesse de son huile essentielle (Salehi et al., 2020). L’huile
essentielle de romarin est obtenue principalement par hydrodistillation des feuilles et des
sommiteés fleuries. Elle est riche en composeés bioactifs tels que le 1,8-cinéole, le camphre et

I’a-pinéne, responsables de ses activités biologiques diversifiées (Nieto et al., 2018).
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4- L’effet de Rosmarinus officinalis :
L’huile essentielle de Rosmarinus officinalis possede des activités antibactériennes et
antifongiques importantes pouvant étre exploitées dans le développement de produits naturels
destinés au traitement des infections microbiennes ainsi qu’a la conservation des aliments.
Plusieurs études ont démontré son efficacité contre différentes bactéries pathogenes,
notamment Bacillus cereus, grace a la présence de composés bioactifs tels que le 1,8-cinéole,
le camphre et les a-pinenes (Nieto et al., 2018 ; Bajalan et al., 2017). Ces résultats mettent en
évidence non seulement les bénéfices potentiels de cette huile essentielle pour la santé, mais
suggerent également des perspectives prometteuses pour le développement d’alternatives
naturelles et durables dans les domaines pharmaceutique et agroalimentaire. Face a la
demande croissante de solutions naturelles, I’exploration approfondie des composés dérivés
de Rosmarinus officinalis pourrait conduire a des avancées significatives dans la lutte contre

les micro-organismes pathogenes et dans I’amélioration de la conservation des aliments.
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1. Matériel et méthodes

II. 1. L’origine des souches bactériennes :

Les onze souches de B. cereus utilisées ont été sélectionnées a partir de la collection du
Laboratoire de microbiologie alimentaire et environnementale (Université de Tlemcen,
Algérie). Ces isolats, provenant de chaines de transformation laitiere locales, ont été décrits
par Didouh et al. (2015) pour la diversité de leurs propriétés physicochimiques de surface et
leur aptitude a former des biofilms sur I'acier inoxydable. Leur potentiel pathogéne, incluant
les génes de I'hémolysine, de l'entérotoxine non hémolytique, de la cytotoxine K et de la
toxine émétique, a été préalablement établi par PCR. Enfin, leur profil génomique unique,
incluant la phylogénie et les marqueurs de résistance aux antimicrobiens et de virulence, a été
confirmé par séquencage du génome entier (lllumina MiSeq®) dans une étude ultérieure
(Didouh et al. 2023a).

I1.2. Revivification et vérification de la pureté des souches :

Afin de restaurer leur activité métabolique aprés une période de dormance, onze souches sous
forme de suspension sporulée de Bacillus cereus destinees a I'expérimentation ont fait I'objet
d'une procédure de revivification. Dans un premier temps, chaque souche a été ensemenceée de
maniére aseptique dans un bouillon BHIB (Brain Heart Infusion Broth), suivi d'une
incubation de 24 heures a 30°C. La viabilité et la multiplication active des bactéries ont été
confirmées par l'apparition caractéristique d'une turbidité au sein du milieu liquide. Ces
cultures réactivées ont ensuite eté repiquees sur une gélose PCA (Plate Count Agar) et
incubées dans les mémes conditions thermiques et temporelles, permettant ainsi le
développement de colonies distinctes. Cette démarche rigoureuse constitue une phase
préparatoire indispensable pour garantir la disponibilit¢ de cultures homogenes,
métaboliquement actives et parfaitement exploitables pour les étapes ultérieures de

purification et d'analyse

28




Matériel et méthodes

1. Suspension de

Souche Vivante 2, Ensemencement 3. Incubation 1 4. Vérification 5. Repiquage 6. Incubation 2 7. Observation et Pureté
de B. cereus _ en bouillion de Croissance
Souche vivante de Etape aseptique en 24ha30°C Croissance et turbidité.  Sur gélose PCA 24ha30°C
Bacillus cereus en bouillon BHIB (viabilité confirmée) '\/
suspension saline Incubateur o
; Conclusion :
Pureté Confirmée

Vérification

/ Colonies isolées de la pureté
uniformes (Coloration de Gram /
Observation microscopique)

Suspension de
B. cereus

[ Purple = Gram Positive ) Cholieratdes (] Colonies (B Gram Positive
Figure 03 : Les étapes de revification des souches bactérienne

I1. 3.Evaluation de I’activité antimicrobienne

L'efficacité antimicrobienne de l'huile essentielle naturelle (Rosmarinus officinalis) a été
déterminée par la methode de diffusion sur disque en milieu gélosé, selon le protocole décrit
par Valkova et al. (2021).

Briévement, onze souches de Bacillus cereus ont été cultivées dans un BHIB a 30 °C pendant
24 h. La gelose Mueller-Hinton (MHA) a ensuite été ensemencée avec une suspension
microbienne ajustée a 0,5 McFarland (Fluka, Suisse). Des disques de papier filtre (6 mm) ont
¢été imprégnés de 10 puL de I’huile essentielle Romarin a cinéole et déposés sur la surface de la

gélose.

Aprés une incubation en conditions aérobies a 30°C pendant 24 h, les diamétres des zones
d'inhibition ont été mesurés au moyen d'un double décimétre. L'intensité de [lactivité
antimicrobienne a été interprétée comme suit : Activité faible (5-10 mm), activité modéree

(11-15 mm) et activité tres forte (zone > 15 mm).
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Culture des Préparation de Ensemencement Dépot du disque Imprégnation Incubation Mesure de la zone
souches l'inoculum sur gélose MHA sur gélone du disque d'inhibition
=
-
L
I slouches de o Ensemencement de la Dépot d'un disque de Ajout de 10 L d'huile , Mzt dil deibtre
Bacillus cereus : pl : gélose Mueller-Hinton papier filtre stérile essentielle de romarin Incubation en do s zone dinbibition
ajustée d 0,5 McFariand (MHA) a l'aide d'un (6:mm) au centre de a cinéole directement conditions aérobies 3 laide !
Culture en BHIB (Fluka, Suisse) ; ; ) ‘ o alaide d'un
f écouvillon stérile la gélose ensemencée sur le disque 230 °C pendant 24 h pied & coulisse

30°C-24h ; )
imbibé de ['inoculum

Figure 04 : Les étapes de I’évaluation de I’activité anti-microbienne

11. 4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice :

La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) a été déterminée par la méthode de micro-
dilution en milieu liquide s ur plaques de 96 puits, selon les standards du CLSI (2017).
L'huile essentielle (HE) de romarin a d'abord été solubilisée dans du DMSO a 1 %, puis
incorporeée au bouillon BHIB. Le protocole a consisté a distribuer 100 puL de milieu BHIB par
puits, suivis de 100 pL d'HE dans le premier puits pour amorcer une serie de dilutions
géométriques de raison 2. Chaque puits a ensuite eté inoculé avec 100 pL de suspension
bactérienne pour atteindre une concentration finale 108 UFC/mL dans un volume total de 200
ML. Aprés une incubation de 24 heures a 30 °C en conditions aérobies, la CMI a été identifiée
visuellement comme la plus faible concentration d'HE empéchant tout trouble bactérien
visible. Des témoins de croissance ont parallelement été réalisés avec du DMSO a 1 % (v/v)

pour valider la viabilité des souches.

30




Matériel et méthodes

(1 2]

(3

4]

Préparation de Distribution Ajout de I’huile essentielle Inoculation
I’huile essentielle du milieu et dilutions géométriques
s \een /
b 8 4
123456780912 123456781012 1234567891001
OOOOQQQQQO O)OOO,O,REW 949 Nicleleooeoeeel e
OCO00OC OO(} Q@] lle]elelelelelololelel o)
8 ooom(*nomrn 8 oooo;a} 18| 2000000000080
8 8"(“”0 QO OOK”,L'\‘\'(:)‘> ,JO 000000V OO®O
OOTO [cleleceeedidol ] 00000000O®O

Distribuer 100 pL de
milieu BHIB dans
tous les puits.

Huile essentielle
de romarin
(Rosmarinus officinalis).

Ajouter 100 pL d’huile essentielle

dans le 1¢7 puits puis réaliser des

dilutions géométriques jusqu'au
10°¢ puits.

Puits 1 : BHIB + huile essentielle

(diluhons décroissantes)

@ Puits 11 : témoin positif
® Puits 12 : témoin négatif

Ajouter 100 pL de suspension
bactérienne (10° UFC/mL)
dans les puits 1a 11.
Puits 1 a 10 : BHIB + huile
essentielle + suspension
bactérienne
Puits 11: BHIB + suspension
bactérienne (témoin positif)
Puits 12 : BHIB seul
(témoin négatif)

(6

Lecture de la CMI

1234578910|2ﬁ

NI®@®®[ ] ICITITIO)
OO0 DODODD
OO0

La CMI correspond au [

puits de plus faible
concentration d’huile
essentielle qui ne montre
aucune croissance visible
(dernier puits clair avant
apparition de trouble).

() Clair: absence de croissance

@ Trouble : croissance

(inhibition) }

bactérienne

Figure 05 : Les étapes de la determination de la concentration minimal inhibitrice

I1. 5. Effet de ’huile essentiel sur les spores

11.5.1. préparation de la suspension de spores
Le protocole de sporulation a été adapté de la méthode décrite par Leguerinel et al. (2000). La

production de spores a été induite sur une gélose nutritive enrichie en sulfate de magnésium

(40 ppm, w/v) et en chlorure de calcium (100 ppm, w/v), sous une incubation a 30 °C. Une

surveillance microscopique a permis de confirmer la libération d'au moins 90% de spores,

généralement aprés 4 & 6 jours. A l'issue de cette phase, la culture a été récoltée, puis purifiée

par trois cycles successifs de lavage et de centrifugation (10 000 rpm, 15 min, Eppendorf

5810 R). Les suspensions ont été stockées a 4 °C dans de l'eau stérile, et deux lavages finaux

ont éte effectués avant chaque essai expérimental.
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Figure 06 : Les étapes de préparation de la suspension des spores

11.5.2. Test anti spores

Pour tester lefficacité de [I'huile essentielle sur les spores, nous avons mélangé sa
concentration minimale inhibitrice (CMI) & 5 mL d'une suspension de spores calibrée a 108
UFC/mL. Ce mélange a ensuite été incubé a 30°C durant 24 heures. Une fois le traitement
terming, les spores ont été récupérées par centrifugation (14 500 xg pendant 5 min). Afin de
garantir que les résidus d'huile essentielle ne faussent pas les résultats en entravant la
germination future des spores, le culot a subi trois cycles de lavage successifs dans une
solution saline stérile selon la méthode de Cho et al. 2008. Enfin, pour dénombrer les spores
restées viables, le culot final a été remis en suspension dans 1 mL de solution saline, puis
soumis a des dilutions en série avant d'étre étalé sur un milieu de gélose nutritive. Le

comptage a été effectué apres une nouvelle période d'incubation a 30°C pendant 24 heures.

o (2] (3 @ (5 (6

Préparation des Répartition en deux lots Dilution décimale Ensemencement sur Incubation Lecture et
suspensions de spores gélose nutritive des boites dénombrement
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‘ e =
ool -
o \% / - I ad | = ortedehuite P
| Hulle — e
essentiollo \ =
de romarin
(e | 05 o ~—F
[N = 5\‘
Souches sporulées de : o 7 5 o
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o REMARQUE : Les spores obtenues sont utilisées pour les essais expérimentaux aprés vérification de leur pureté,
de leur concentration et de leur résistance.

Figures 07 : Les étapes I’évaluation de I’activité anti-Spores
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I11.1. Activité antibactérienne des huiles essentielles :

L'activité antibactérienne in vitro de I’huile essentielle contre les souches bactériennes de B.
cereus a été évaluee a l'aide de la méthode de diffusion par disque en mesurant les diamétres
des zones d'inhibition (tableau 3). Les HE ont montré des effets antibactériens élevés d'apres

les zones d'inhibition observées.

L’huile essentielle Rosmarinus officinalis présente une activité antibactérienne contre les
souches de Bacillus cereus, avec des zones d’inhibition comprises entre 10,33 mm et 16,66
mm.

Les souches les plus sensibles sont B. cereus 123, 110 et 14 indiquant une efficacité du
romarin sur cet isolat, tandis que les souches 100 et 80 montrent une sensibilité plus faible.
Cette variation indique une réponse hétérogene des bactéries face a 1’huile essentielle.

Globalement, I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis exerce une activité antibactérienne
intermédiaire dépendante de la souche testee.

Tableau 3 : Zone d’inhibition (mm +écart type) des souches bactériennes en présence d'huile
essentielle.

Souches Rosmarinus officinalis
Bacillus cereus 110 15,66 +0,577
Bacillus cereus 82 13,66 £ 1,527
Bacillus cereus 123 16,66 + 2,886
Bacillus cereus 107 12,33 £2,516
Bacillus cereus 44 11,66 + 1,154
Bacillus cereus 14 15,33 £ 2,516
Bacillus cereus 100 10,33 £ 0,577
Bacillus cereus 89 11,66 £ 1,154
Bacillus cereus 80 11+1
Bacillus cereus 126 12,33+ 0,577
Bacillus cereus 109 11,33 £ 0,577
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Les résultats obtenus dans cette étude montrent que I’huile essentielle de Rosmarinus
officinalis exerce une activité antibactérienne notable contre Bacillus cereus (voire figure 8),

avec des diamétres de zones d’inhibition variant entre 10,33 mm et 16,66 mm.

Figure 08 : Les résultats de ’activité antimicrobienne

Cette variabilité traduit une sensibilité différente des souches testées, suggérant 1’influence de
facteurs intrinseques liés a la structure cellulaire et aux mécanismes de résistance bactérienne.
Globalement, ces résultats sont en accord avec la littérature scientifique récente. En effet,
Nieto et al., (2018) ont démontré que I’huile essenticlle de romarin posséde une activité
antibactérienne significative contre les bactéries Gram positives, incluant Bacillus cereus,
grace a sa richesse en composés terpéniques tels que le 1,8-cinéole et le camphre. De plus,
Nazzaro et al., (2017) ont rapporté que les huiles essentielles agissent principalement par
désorganisation de la membrane cytoplasmique bactérienne, entrainant une augmentation de
la perméabilité et une fuite des constituants intracellulaires, ce qui conduit a I’inhibition de la

croissance bactérienne. Les résultats obtenus s’inscrivent donc dans les tendances générales
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décrites dans la littérature concernant I’activité antimicrobienne des huiles essentielles sur les
bactéries d’origine alimentaire. Par ailleurs, Bacillus cereus est reconnu comme une bactérie
sporulée responsable d’intoxications alimentaires. Sa capacité a former des spores résistantes
explique sa forte persistance dans les aliments et son comportement variable face aux agents
antimicrobiens. Cette caractéristique est largement documentée par Stenfors Arnesen et al.
(2008), qui décrivent la résistance et les mécanismes de survie de cette espéce dans les
systémes alimentaires. En comparaison avec d’autres huiles essentielles, les huiles riches en
composés phénoliques, telles que le thym (Thymus vulgaris) et ’origan (Origanum vulgare),
présentent généralement une activité antimicrobienne plus forte en raison de la présence de
thymol et carvacrol, reconnus pour leur action bactéricide rapide et intense par rupture directe
de la membrane cellulaire , ce qui explique des zones d’inhibition plus élevées que celles

observées avec le romarin (Sakkas et al .,2018 ; Levya Lopez et al .,2017).

De méme, certaines huiles essentielles, notamment celles de lavande, peuvent présenter une
activité antibactérienne comparable, voire légerement supérieure selon les souches
bactériennes, en raison de leur richesse en composés actifs tels que le linalol et I’acétate de
linalyle (Carrasco et al. 2016). Par ailleurs, les résultats obtenus dans cette étude confirment
que I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis posséde une activité antibactérienne
significative contre Bacillus cereus, en accord avec les données récentes de la littérature
(Nieto G. et al. 2018). Toutefois, cette activité reste généralement légérement inférieure a
celle des huiles essentielles riches en composés phénoliques, tels que le thymol ou le
carvacrol, reconnus pour leur forte capacité a perturber les membranes cellulaires

bactériennes (Maura Nazzaro et al. 2017).

I11.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :
Le tableau 4 présente un réesumé des concentrations minimales inhibitrices (CMI) obtenues
pour ’ensemble des souches bactériennes testées. Les résultats mettent en évidence une
activité antibactérienne de I’huile essentielle étudiée, dont I’intensité varie en fonction des
souches. Les valeurs de CMI enregistrées s’étendent de 0,0011 pL/mL a 4,687 pL/mL,
traduisant une différence de sensibilité des micro-organismes vis-a-vis de cette huile

essentielle.

Les souches BC 80 et BC 123 apparaissent comme les plus sensibles, avec des valeurs de
CMI particulierement faibles, indiquant une forte efficacité inhibitrice. En revanche, les autres

souches présentent des valeurs intermédiaires, suggérant une activité antibactérienne modérée.
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Dans I’ensemble, ces résultats confirment que ’huile essentielle testée posseéde une activité
antibactérienne significative, bien que son efficacité dépende de la souche bactérienne

considérée.

Tableau 4 : Concentration minimale inhibitrice (MIC écart-type)

Rosmarinus officinalis
Souche

MIC (ul/ml)
Bacillus cereus 126 0,65+022
Bacillus cereus 89 0,52+ 0,225
Bacillus cereus 107 4,687333 + 2,706618
Bacillus cereus 123 0,004 £ 0,001732
Bacillus cereus 44 0,064333 + 0,02829
Bacillus cereus 14 0,113333 +0,074849
Bacillus cereus 82 0,162333 +0,05658
Bacillus cereus 80 0,0011 + 0,000693
Bacillus cereus 100 0,195 +3,4E-17
Bacillus cereus 110 0,162333+ 0,05658
Bacillus cereus 109 0,715667 +0,739403

L’¢évaluation de la concentration minimale inhibitrice (CMI) met en évidence une activité
antibactérienne dépendante de la concentration de I’huile essentielle de Rosmarinus
officinalis. Cette propriété reflete la capacité de cette huile a inhiber efficacement la
croissance bactérienne lorsque sa concentration atteint un seuil critique. Cet effet dose-
dépendant s’explique par ’accumulation progressive des composés bioactifs, notamment les
monoterpenes et les composés oxygénés, qui agissent en perturbant la perméabilité de la
membrane cellulaire, en inhibant D’activité enzymatique et en altérant le métabolisme
bactérien (Hyldgaard et al., 2012 ; Burt, 2004). Des travaux récents confirment également que
les huiles essentielles exercent leur activité antimicrobienne en ciblant les fonctions cellulaires
essentielles des bactéries (Wang et al. 2024). Par ailleurs, plusieurs études ont montré que les
composés naturels d’origine végétale peuvent inhiber la croissance de Bacillus cereus méme a
de faibles concentrations, en affectant principalement la membrane cellulaire et les systéemes

enzymatiques (Nazzaro et al. 2017 ; Hyldgaard et al., 2012 ) En outre, la capacité de cette
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bactérie a former des spores et des biofilms renforce I’intérét d’utiliser des agents naturels
efficaces tels que les huiles essentielles (Al-Shimmary et al., 2020). Ainsi, ’huile essentielle
de Rosmarinus officinalis présente une activité inhibitrice notable, confirmant son potentiel en
tant qu’agent antibactérien naturel prometteur. Les valeurs de CMI obtenues dans cette étude
confirment également le fort pouvoir inhibiteur de I’huile essentielle testée, avec une
efficacité notable méme a de faibles concentrations pour certaines souches. Comparativement
aux travaux de Jiang et al. (2011), Nos résultats montrent une activité antimicrobienne plus
¢leveée. Cette différence pourrait s’expliquer par plusieurs facteurs, notamment la variation de
la composition chimique de I’huile essentielle utilisée, une concentration plus élevée en
composé€s actifs, ainsi qu’un effet synergique entre les différents constituants. En effet, cette
synergie entre molécules aromatiques peut renforcer leur capacité a désorganiser les
membranes cellulaires et a inhiber les processus métaboliques bacteriens (Swamy et al. 2016 ;
Nazzaro et al., 2017). Toutefois, il convient de noter que les conditions expérimentales
(température, milieu de culture et méthode utilisée) peuvent également influencer les valeurs
de CMI, ce qui pourrait expliquer certaines divergences avec les études antérieures (Nazzaro
et al. 2017).

L’activité antibactérienne de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis observée dans cette
étude s'inscrit dans une dynamique de recherche croissante sur les propriétés biocides des
Lamiacées. Nos résultats, montrent une inhibition dose-dépendante, confirment les
mécanismes decrits par Hyldgaard et al. (2012), selon lesquels de composés lipophiles
entraine provoque une désorganisation structurelle de la membrane cytoplasmique.
Comparativement aux travaux de Didouh et al. (2025) portant sur des souches de Bacillus
cereus isolées en Algérie, il apparait que si le romarin posséde un fort potentiel, I'huile
essentielle de Lavandula latifolia (lavande aspic) affiche une efficacité encore plus marquée
avec des CMI atteignant 0,064 pL/mL. Cette performance supérieure peut étre attribuée a une
concentration exceptionnelle en 1,8-cinéole (73 %), un composé clé également présent dans le
romarin mais souvent a des teneurs moindres selon le chémotype. A l'inverse, I'huile de
Lavandula angustifolia, bien qu'efficace, présente une activité plus hétérogene (CMI de 0,2 a
12,5 uL/mL), soulignant I'importance de la synergie entre le linalol et I'acétate de linalyle. Ces
différences d’effet, confirmées par des études de liaison moléculaire montrant une forte

affinité des constituants des lavandes pour les protéines cibles de B. cereus.

En conclusion, I’huile de Rosmarinus officinalis demeure un agent antibactérien naturel de

premier plan, dont l'efficacité contre les formes végétatives et les spores de B. cereus
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rivalisent avec les meilleures essences de lavande, offrant ainsi des perspectives concretes

pour la biopréservation dans I'industrie agroalimentaire.

I11.3.Activité anti-spores des HE :

Le tableau 5 met en évidence que I'huile essentielle de romarin (Rosmarinus officinalis)
exerce une activité anti spores variable en fonction des souches de Bacillus cereus. Les
valeurs de réduction logarithmique (logio) obtenues témoignent d’une efficacité globale de
cette huile sur les spores testées, avec des réductions comprises entre 1,36 et 4,38 logio.

Les souches BC 123 et BC 107 se révelent les plus sensibles a ’action de I’huile essentielle,
enregistrant des réductions respectives de 4,38 et 3,93 logu, ce qui traduit une activité
sporicide relativement ¢élevée. En revanche, d’autres souches, telles que BC 110 et BC 82,
présentent une sensibilité plus faible, avec des réductions limitées a 1,36 et 1,95 logio.

Cette variabilité suggére que ’efficacité anti spores de I’huile essentielle de romarin est

fortement dépendante des caractéristiques propres a chaque souche bactérienne
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Tableau 5: Activite antispore (réduction logio des spores viable)

Souche Rosmarinus officinalis
Bacillus cereus 126 3,872642
Bacillus cereus 123 4,386817
Bacillus cereus 80 3,084644
Bacillus cereus 44 3,479413
Bacillus cereus 14 2,81673
Bacillus cereus 82 1,953348
Bacillus cereus 89 2,144721
Bacillus cereus 107 3,933693
Bacillus cereus 110 1,361217
Bacillus cereus 109 2,90309
2,799085

Bacillus cereus 100

L’efficacité de I’huile essentielle (HE) de Rosmarinus officinalis sur les spores de Bacillus
cereus, telle qu’illustrée par nos résultats, s'inscrit dans la recherche actuelle d’alternatives
naturelles pour la sécurité sanitaire des produits laitiers. La réduction de la charge sporulée
observée dans notre étude présente une variabilité inter-souches marquée, avec des valeurs de
réduction logio comprises entre 1,36 et 4,38. Cette disparité confirme que la sensibilité aux
agents antimicrobiens n'est pas uniforme au sein de l'espéce B. cereus, une observation qui
rejoint les travaux de Santamarta et al. (2021) sur la spécificité des réponses bactériennes face

aux composants bioactifs.

En comparant nos données a la littérature, il apparait que ’'HE de romarin posséde une
potentielle antispore particulierement intéressante. Alors que De Camargo Bertuso et al.
(2021) rapportent une réduction maximale de 3,6 log en utilisant une combinaison complexe
d'oléorésine de céleri et de rhamnolipides , I'HE de R. officinalis seule parvient a dépasser ce
seuil pour plusieurs souches de notre échantillon (notamment les souches 123, 126 et 107).

Cette performance suggere que les composants intrinseques du romarin pourraient agir de
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maniére synergique pour altérer lI'enveloppe protectrice des spores, mécanisme également mis

en évidence par Ribes et al. (2021) pour d'autres composés comme le thymol ou le carvacrol.

Au cours des dernieres décennies, l'amélioration des techniques d'assainissement et de
désinfection a entrainé une baisse spectaculaire de la fréquence des épidémies associées au
lait et aux produits laitiers. En raison de leurs puissantes propriétés antibactériennes et anti-
biofilm, ainsi que de leur caractére écologique, les huiles essentielles (HE) d'origine végétale
et leurs composants bioactifs sont de plus en plus utilisés comme alternative aux désinfectants
synthétiques (Orhan-Yanikan et al., 2019). La combinaison de l'oléorésine de céleri, du
limonéne et du rhamnolipide a entrainé une réduction de 2,8 a 3,6 log de la croissance des
spores de B. cereus (De Camargo Bertuso et al., 2021). Alors que I'HE de Cymbopogon
martinii var. motia, a forte teneur en géraniol, a montré un effet antimicrobien élevé contre B.
subtilis, ses combinaisons avec I'HE d 'Eugenia caryophyllus ont montré des effets
antagonistes (Santamarta et al., 2021). Des images fluorescentes ont démontré la faible
viabilité des cellules végétatives et des spores de B. subtilis traitées avec des composants
d'huiles essentielles (carvacrol, eugénol, thymol et vanilline) en raison de dommages causés a
I'enveloppe cellulaire (Ribes et al., 2021). Un autre composant de I'huile essentielle d'ail,
appelé disulfure de diallyle, a inhibé les facteurs de virulence de B. cereus, a savoir la
production d’entérotoxines, la formation de biofilms et la motilité en essaim, a une
concentration sous-inhibitrice (> 60 g/mL), ce qui en fait une option tres prometteuse pour
contréler les biofilms (Jin et al., 2021). Dans une étude récente menée par Didouh et al.
(2024), il a été démontré que I'huile essentielle de Cymbopogon winterianus inhibait la
croissance des spores et des formes végétatives. La sensibilité de B. cereus aux huiles
essentielles dont les spores adhérentes et en suspension a été fortement recommandée dans les

programmes d'élimination pour les surfaces laitieres et autres surfaces de transformation.

En conclusion, l’activité antispore de Rosmarinus officinalis démontrée ici valide son
potentiel en tant qu'agent de désinfection écologique malgré une résistance variable observé
selon certain souche, l'efficacité globale de cette huile essentielle en fait une alternative

prometteuse au désinfectant chimique conventionnel dans les environnements.
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Afin d’¢éliminer ou au moins de réduire au minimum les bactéries formant des endospores
dans les laiteries et de garantir une durée de conservation plus longue du lait pasteurisé, il est
essenticl de comprendre le comportement des spores lorsqu’elles sont présentes sur les
équipements laitiers, ainsi que les facteurs qui influencent leur résistance a la chaleur, leur
capacité d’adhérence aux surfaces et leur résistance aux processus de nettoyage. d’autre part,
I’état d’hygiene des équipements ne dépend pas uniquement des caractéristiques des spores,
mais également des propriétés de surface des équipements, des résidus et des salissures
adhérant aux surfaces, ainsi que des différents types d’encrassement, en plus de la fréquence
et de efficacité du nettoyage, qui doivent étre adaptés a tous ces facteurs propres a chaque
industrie. D’autres études devraient se concentrer sur 1’induction de la germination comme
approche permettant une élimination plus efficace des spores. En outre, le développement de
surfaces réduisant le taux d’encrassement par le lait faciliterait les processus de nettoyage.
Notre travail de recherche met en évidence I’intérét de I’huile essenticlle de Rosmarinus
officinalis dans le contréle de Bacillus cereus, en raison de son activité antibactérienne
observée. Ces résultats soulignent le potentiel des huiles essentielles comme solutions
naturelles alternatives dans la lutte contre les bactéries responsables de la contamination
alimentaire. Ainsi, cette étude s’inscrit dans une démarche de valorisation des substances
naturelles et ouvre des perspectives intéressantes pour leur utilisation dans le domaine de la

sécurité alimentaire et la conservation des produits agroalimentaires.
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Gélose nutritive

= Peptone 15
= Extrait de viande 10g
= Extrait de levure 02g
= Chlorure de sodium  05g
=  Agar 209
= Eau distillée 1000ml
= Ph 6.8-7.4
Bouillon BHI :

» Infusion de cceur de beeuf (a partir de 250g), 5 g/L.

= Infusion de cerveau de veau (a partir de 200g) , 12.5g/L.

= Phosphate disodique (hydrogénophosphate de sodium) 2.5 g/L.
= Peptone, 10g/L.

= Chlorure de sodium (Nacl) 5g/L.

Gélose Mueller- Hinton :

= Infusion de Viande de Beeuf 300ml
= Peptone de Caséine 17.5¢

= Amidon de Mais 1.5¢g

= Agar 179

= PH 75

Bouillon de Mueller-Hinton :

= |nfusat de Viande 29
= Hydrolysat de Caséine 17.5¢g
= Amidon 1.5g

Eau physiologique :

= Chlorure de sodium 9 g/L
= Eau distillée 1000 ml
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