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| INTRODUCTION

1 Etiologie des maladies d’origine alimentaire

Il est loin le temps ou la nourriture était uniquement considérée comme une
source de nutriments indispensables au bon fonctionnement physiologique de I'étre
humain. Au cours de I'évolution, en passant par I'établissement de civilisations,
I'apparition de I'agriculture, et le développement des technologies modernes, le coté
multidimensionnel de I'alimentation n’a cessé de se renforcer. Aujourd’hui, se nourrir
est évidemment toujours nécessaire pour assurer des besoins biologiques vitaux mais
cette action est bien plus que cela, elle remplit également des fonctions culturelles et
sociales (Briones Alonso et al., 2017; Rozin, 2005). Dans les régions du monde ou la
seécurité alimentaire est assurée, le célébre adage « Il faut manger pour vivre et non
vivre pour manger » ne semble pas tellement appliqué et la notion de plaisir occupe
une place prépondérante dans le rapport a lalimentation qu’'ont les individus
(Couvreur, 2000). Cependant, il arrive que ce plaisir soit gaché par I'apparition d’'une
maladie d’origine alimentaire qui se déclare apres ingestion de ladite nourriture.

L’OMS estime qu’une personne sur dix tombe malade a cause d’'une maladie
d’origine alimentaire (OMS, 2015). Plus de 200 maladies transmises par les aliments
et aux symptbmes variés étaient déja répertoriées en 1982 (Bryan, 1982). Les
manifestations cliniqgues sont diverses et les plus communes sont caractérisées par
celles d’'une gastro-entérite allant de légére a aigle, c'est-a-dire des nausées,
vomissements, crampes abdominales, diarrhées, et parfois de la fievre et des maux
de téte (Mead et al., 1999). Mais il existe aussi des cas plus graves comportant des
complications telles que des fausses couches, des malformations congénitales, des
insuffisances rénales et hépatiques ainsi que des troubles neurologiques (Altekruse et
al., 1997). Ces complications peuvent également mener a la mort de la personne ayant
développé la maladie (Painter et al., 2013).

Les toxi-infections alimentaires (TIA) a 'origine de ces pathologies sont causées
par la consommation de boissons ou d’aliments contaminés soit par des micro-
organismes pathogénes incluant les virus, les bactéries, les parasites et les
moisissures, soit par des substances chimiques ou des métaux lourds (Tewari and
Abdullah, 2015). La production, la récolte, le traitement, le transport, la préparation,
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'emballage, le stockage et le service sont autant d’étapes de la chaine alimentaire ou
peut survenir la contamination de la nourriture par I'agent causal (WHO, 2017).

Dans le langage courant, les TIA sont souvent appelées intoxications
alimentaires. En réalité, il s’agit d’'un abus de langage parce que deux types de TIA
sont distingués, les infections et les intoxications (LNR TIA, 2017). Les intoxications
découlent de la prise de denrées alimentaires contenant des composés chimiques
toxiques ou des toxines formées dans ces aliments par des micro-organismes. Les
infections résultent quant a elles de la présence de micro-organismes viables dans la
nourriture et qui, une fois ingérés, vont envahir la muqueuse intestinale, s’y multiplier
et perturber sa physiologie normale (Cliver and Riemann, 2002). Quand il est question
de toxi-infection d’origine bactérienne, une catégorie hybride entre linfection et
l'intoxication peut étre mentionnée, il s’agit de l'infection médiée par une toxine, aussi
appelée toxico-infection (Vaclavik and Christian, 2014). Cela se produit lorsqu’une
bactérie infectieuse est également responsable de la production d’entérotoxine(s) une
fois installée dans le tractus gastro-intestinal (Todd, 2011). Le risque qu’une TIA
d’origine microbienne soit contractée et son degré de gravité vont dépendre des trois
composantes du triangle épidémiologique que sont I'héte, le micro-organisme et
'environnement qui, dans ce cas précis, n’est autre que I'aliment (Scholthof, 2007).

Chaqgue année, de nombreux foyers de toxi-infections alimentaires collectives
(TIAC) sont rapportés partout dans le monde (WHO, 2015). Une TIAC prend place
lorsqu’il y a apparition d'au moins deux cas groupés d'une symptomatologie, en
général gastro-intestinale, et dont on peut rapporter la cause a une méme origine
alimentaire (Delmas et al., 2006). En Europe, c’est I'autorité européenne de sécurité
des aliments (EFSA) qui se charge de la récolte des données, obtenues grace a la
surveillance réalisée par tous les pays membres (de Valk and Salvat, 2015). Le but
premier du suivi des foyers de TIAC est de remonter jusqu’a la source du probleme et
d’éviter que celui-ci ne se reproduise en mettant en place des mesures préventives et
des contréles ou en adaptant ce qui existe déja (Vaillant et al., 2012). En 2014, un total
de 5 251 TIAC ont été signalées a travers 'Europe (EFSA and ECDC, 2015). Une
diminution de 17% a été enregistrée en 2015 avec 4 362 TIAC signalées, nombre lui-
méme inférieur a celui de 4 786 qui a été atteint en 2016. Les agents étiologiques et
la proportion que chacun occupe dans le total TIAC d’'une année sont repris dans la
Fig. I.1. Il est utile de noter que dans environ un tiers des cas, I'agent causal demeure
inconnu. En 2015 et 2016, la majorité des TIAC dont I'agent étiologique était connu a
été associée a des bactéries, bactéries qui, dans plus de 90% des cas, étaient soit
Salmonella, soit Campylobacter. La deuxieme place est occupée par les toxines
bactériennes, dont un tiers étaient des toxines de Bacillus cereus en 2015. Ensuite, la
troisieme position revient aux virus, suivi par d'autres agents responsables (incluant
les agents chimiques, I'histamine, la lectine, les biotoxines marines, les toxines de
champignon et la scombrotoxisme) et enfin par les parasites (EFSA and ECDC, 2016;
EFSA and ECDC, 2017).
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Figure 1.1 - Nombre de TIAC signalées par agent causal en Europe en 2014, 2015 et 2016. Le nombre
de cas di a un agent causal par rapport au nombre de cas total de I'année est représenté par un
pourcentage se situant a droite de chaque barre (EFSA and ECDC, 2015; EFSA and ECDC, 2016;
EFSA and ECDC, 2017).

Si on se focalise sur la Belgiqgue, on constate que le nombre de TIAC
enregistrées au laboratoire national de référence varie tres peu ces derniéres années,
avec 311 casen 2013, 370en 2014, 351 en 2015 et 377 en 2016. Durant cette période,
excepté pour 'année 2016, ce sont les toxines de B. cereus qui étaient I'agent le plus
souvent rapporté comme étant a l'origine d'un foyer de TIAC en Belgique (LNR TIA,
2014; LNR TIA, 2015; LNR TIA, 2016; LNR TIA, 2017).

Il est important de remarquer que les données relatives aux TIAC en notre
possession ne constituent que le sommet de l'iceberg. En effet, les symptdomes étant
souvent légers et confondus avec ceux d’'une « grippe intestinale », la personne
concernée ne consulte pas forcément le corps médical (Forsythe, 2010). Et méme si
elle le fait, il faut encore que le médecin réalise une analyse pour isoler 'agent
etiologique et envoie les résultats aux autorités de surveillance (de Valk and Salvat,
2015). Cette sous-déclaration entraine par voie de conséquence une sous-estimation
par rapport aux cas effectivement survenus (Brucker, 2003). Ainsi, méme si I'incidence
des TIAC au niveau européen a éteé plutot stable entre 2010 et 2016 (EFSA and ECDC,
2017), elle demeure importante et vraisemblablement sous-estimée.
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Toutes ces informations nous indiquent que les maladies d’origine alimentaire
continuent d’étre un probleme de santé publiqgue mondial et plusieurs raisons
explicatives peuvent étre mentionnées (WHO, 2008). Tout d’abord, on peut évoquer
les nombreux changements apparus dans les pratiques agricoles et dans les chaines
de production alimentaire avec par exemple : lintensification dans les systémes
d’élevage ou certaines pratiques, telles que les conditions de stress vécues par les
animaux pendant leur trajet vers I'abattoir et qui affaiblissent leur systeme immunitaire,
semblent responsables d’'une augmentation de la contamination des produits liés a
cette production (Bhunia, 2007) ; la production a large échelle ol de mémes matieres
premiéres mais d’origines différentes sont rassemblées et ou la contamination d’une
seule suffit a contaminer I'entiéreté du lot et ainsi tous les produits qui en découlent
(Nyachuba, 2010); la globalisation du marché alimentaire qui complexifie les
systemes de transport et de stockage et qui accroit le risque d’une distribution rapide
et a grande échelle d’aliments contaminés (Kalyoussef and Feja, 2014). Ensuite,
I'évolution des habitudes alimentaires a aussi son réle a jouer dans la problématique.
Par exemple, il y a de réelles demandes de la part des consommateurs pour trouver
des produits plus naturels et frais ou alors, a l'inverse, des plats préparés ou le délai
entre préparation et consommation peut étre relativement long, ce qui constitue un réel
challenge sanitaire pour les industriels qui les fabriquent (Woteki and Kineman, 2003).
Un autre élément important est la tendance croissante qu’ont les individus & manger
de la nourriture qui n’est pas cuisinée chez eux. Cela les expose aux risques potentiels
d'une mauvaise hygiene dans les établissements de restauration ou ils se rendent
(WHO, 2008). Pour illustrer cela, il suffit de prendre comme exemple notre pays ou
entre 2013 et 2016, environ la moitié des foyers de TIAC avait comme lieu d’exposition
un restaurant (LNR TIA, 2014; LNR TIA, 2015; LNR TIA, 2016; LNR TIA, 2017). De
plus, les changements démographiques et 'augmentation de la population ont eu pour
effet d’augmenter le groupe de personnes le plus vulnérable du point de vue de la
santé (Newell et al., 2010), appelé communément ‘YOPI’, c'est-a-dire les enfants
(Young), les personnes agées (Old), les femmes enceintes (Pregnant) et les
personnes immunodéprimées (Immunodeficient) (Bhunia, 2007). Enfin, la derniére
raison qui peut étre avancée est la difficulté de contrbler les agents responsables de
la TIA. De nouveaux pathogenes émergent, des pathogénes qui dans le passé
n’étaient pas lié a I'alimentation le deviennent et en plus de leur variabilité, certains
développent des résistances aux substances antimicrobiennes. On peut notamment
citer S. enterica sv. Typhimurium DT 104 qui a développé des résistances a plusieurs
antibiotiques de prescriptions courantes (OMS, 2002).

Le colt engendré par les TIA est considérable, et ce tant au niveau humain que
financier. L'OMS a réalisé une évaluation qui leur attribue 420 000 déces uniquement
pour I'année 2010 (WHO, 2015). Si on se penche sur les dépenses, elles sont
également considérables. Une étude chiffre le colt total a 468 millions d’euros pour
les Pays-Bas en 2011 (Mangen et al., 2015). Il semble dés lors trés important de
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poursuivre la surveillance des maladies d’origine alimentaire et de continuer a mettre
en ceuvre des mesures de prévention. Pour ce faire, il est essentiel d’avoir une bonne
compréhension des agents associés aux TIA, ce qui passe nécessairement par leur
étude.

2 Le groupe Bacillus cereus

2.1 Bacillus cereus sensu lato

Bacillus cereus sensu lato (B. cereus s.l.), aussi couramment appelé le groupe
B. cereus, appartient au genre Bacillus. Il est constitué de bactéries a grandes cellules
(largeur >0,9um) ayant une forme de batonnet, a coloration Gram-positive, anaérobies
facultatives et sporulantes, c’est-a-dire capable de former des endospores. Les spores
produites sont ellipsoides ou cylindriques et ne dilatent pas les sporanges (Lindback
and Granum, 2013). Ces caractéristiques participent a faire la distinction entre B.
cereus s.l. et les autres groupes et espéces du genre Bacillus, comme notamment
avec le groupe Bacillus subtilis (Dromigny, 2009). D’autres particularités importantes
pour différencier les especes du genre Bacillus sont lactivité hémolytique, la
fermentation de certains hydrates de carbone (B. cereus ne fermente pas le mannitol),
la motilité et la production de lécithinase (Stenfors Arnesen et al., 2008). La
température optimale de croissance des especes du groupe se situe entre 28°C et
37°C (US FDA/CFSAN, 2006; WHO, 2008) mais elles sont aptes a pousser entre 4°C
et 53°C selon I'espéce étudiée. Le groupe B. cereus comprend donc des souches
psychrotolérantes, d’autres mésophiles et d’autres encore thermotolérantes
(Guinebretiere et al., 2008).

Sept especes trés proches sont comprises dans le groupe : B. cereus sensu
stricto (s.s.), Bacillus anthracis, Bacillus thuringiensis, Bacillus mycoides, Bacillus
pseudomycoides, Bacillus weihenstephanensis et Bacillus cytotoxicus (Osimani et al.,
2018). Traditionnellement, elles ont été classifiées par leurs caractéristiques
phénotypiques, tant sur le plan physiologique que morphologique, (Rasko et al., 2005)
comme illustré dans le Tableau I.1.



Tableau I.1 - Principales caractéristiques des espéces du groupe B. cereus (Biomérieux, 2016).

e B. . B. . B.pseudo- .
Caracteristiques B. cereus L B. anthracis . . B. mycoides . B. cytotoxicus
thuringiensis weihenstephanensis mycoides
T° min de croissance 10°C 10°C >10°C 4°C 5°C 10°C 20°C
T° max de croissance 45°C 45°C <50°C 37°C 37°C 40°C 53°C
Catalase + + + + + + +
Oxydase - - - - - - -
Production d’indole* - - - - - - -
H2S - - - - - - -
Mobilité + + - + - - +
Mannitol - - - - - - -
Lécithinase du jaune
+ + + + + +F +F
d’ceufs
Amidon** + + + + + + -
Hémolyse + + - ND + + ND
Croissance en
T + + + + + + +F
anaérobiose
Réduction des
. + + + + + + +
nitrates*
Colonie rhizoidale - - - - + + -
Cristal parasporal - + - - - - -

F : Faiblement positif

ND : Non déterminé

* - Tests APl 20E

** - Tests APl 50CH

snaJad sn|jioeg adnoib a7 — uononposu|
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Néanmoins, les especes sont étroitement apparentées les unes aux autres au
niveau génomique comme démontré par des études sur I'hybridation ADN-ADN, par
la comparaison de marqueurs de la diversité chromosomique tels que leurs séquences
d’ADN ou d’ARN ribosomal bactérien 16S et 23S et de la région intergénique d’ARN
ribosomal 16S-23S. Elles constituent un groupe plus cohérent au niveau de la
séquence d’ADN ribosomal 16S lorsqu’on les compare a un autre groupe du genre
Bacillus, le groupe B. subtilis (Fig. 1.2) (Abriouel et al., 2014).

B. cereus ATCC 14579 (AE016877)

B. thuringiensis |AM 12077 (D16281)
_l B. mycoides ATCC 6462 (AB021192)

B. weihenstephanensis DSM 11821 (AB021199)
B. cytotoxicus CVUAS 2979 (EU888300)
B. subtilis DSM 10 (AJ276351)

_|i[ B. anthracis ATCG 14578 (AB190217)

3.2

2 0
Nucleotide substitutions (x100)

Figure 1.2 - Relations phylogénétiques de B. cereus déduites de l'alignement des séquences d'ADN
ribosomal 16S de 1500 pb (Abriouel et al., 2014).

La nomenclature de B. cereus s.l. est sujette a controverse. Tout d’abord, il y a
eu dernierement de nombreuses propositions quant a I'ajout de nouvelles espéces au
sein du groupe. Pour en mentionner quelques-unes, Bacillus toyonensis (Jiménez et
al.,2013), Bacillus wiedmannii (Miller et al., 2016), Bacillus gaemokensis (Jung et al.,
2010), Bacillus bingmayongensis (Liu et al., 2014) et Bacillus manliponensis (Jung et
al., 2011) ont récemment été décrites. Ensuite, en raison de la proximité génotypique
des membres du groupe, divers auteurs considérent les sept espéces comme étant
en réalité une seule et méme unité évolutive caractérisée par l'expansion clonale et
I'adaptation a divers hoétes et/ou environnements qui ont probablement conduit a la
formation de phénotypes distincts, également appelés écotypes, au sein de lignées
phylogénétiques majeures (Maughan and Van der Auwera, 2011). A partir des
méthodes génétiques conventionnelles, il n'est en effet pas possible de différencier
clairement B. cereus s.s., B. anthracis et B. thuringiensis, les trois membres majeurs
du groupe (Helgason et al., 2000a). Cette remise en question fait suite a I'utilisation de
nouvelles méthodes d’identification moléculaire ayant émergé ces derniéres années
et qui permettent d’évaluer la diversité génétique et les relations phylogénétiques du
groupe B. cereus (Maughan and Van der Auwera, 2011). On peut notamment citer les
études faites en utilisant des électrophoréses enzymatiques multilocus, des
polymorphismes de la longueur des fragments amplifiés, des électrophoréses sur gel
a champ pulsé (PFGE), des combinaisons de typage par séquencage multilocus
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(MLST) (Oh et al., 2012) ainsi que la comparaison de génomes complets (Liu et al.,
2015). Les résultats obtenus lors de ces études mettent généralement en avant la
diversité contenue chez B. cereus s.l. mais montrent aussi que les membres de chaque
espéce peuvent étre mélangés. lls confortent I'idée que les différents taxons devraient
étre vus comme une seule espéce (Priest et al., 2004).

La discrimination entre les especes du groupe se réalise également sur base
des genes de virulence portés sur des plasmides, or certains de ces plasmides sont
connus pour étre des éléments mobiles (Zwick et al., 2012). Si on prend I'exemple de
B. thuriengiensis qui est caractérisé par la présence de genes cry codant pour des 6-
endo-toxines, on remarque que ces genes sont localisés sur des plasmides (Schnepf
et al., 1998). Il en est de méme pour la pathogénicité de B. anthracis dont les facteurs
de virulence se situent sur deux grands plasmides, pXO1 et pXO2 (Ramisse et al.,
1996).

En conclusion, outre son c6té pratique, la classification de B.cereus s.l. basée
sur des criteres phénotypiques et/ou sur la présence ou l'absence de certains
plasmides portant des genes de virulence est plutét discutable. En effet, il existe des
souches psychrotolérantes qui n’appartiennent pas a B. weihenstephanensis
(Bartoszewicz et al., 2009). De plus, certains plasmides subissent des transferts
horizontaux de génes et des plasmides connus pour appartenir a B. anthracis et étant
censés étre spécifiques a cette espéce ont été découverts dans d’autres espéces du
groupe B. cereus (Fiedoruk et al., 2017; Klee et al., 2010). Ces éléments menent a
plonger la compréhension de ce groupe dans une certaine confusion. Afin de remédier
a cela, une caractérisation précise de la diversité génomique et I'élaboration
d’hypothéses phylogénétiques robustes a propos des relations évolutives entre les
membres du groupe paraissent nécessaires (Bazinet, 2017). Ce travail a été amorcé
avec le systeme de classification alternatif proposé par Guinebretiere et al. (2008).
Grace a un séquencage partiel de panC, les différentes espéces de B. cereus s.l.
peuvent étre classées dans un ou plusieurs des sept groupes phylogénétiques
présentes (Tableau I.2). Ces groupes se différencient, en outre, par leur température
de croissance et leur cytotoxicité (Thorsen et al., 2015).

Le groupe B. cereus peut étre qualifié d’ubiquitaire dans I'environnement. On a
pu isoler des bacilles lui appartenant a partir d’échantillons d’eau douce ou salée, d’air,
de sols, de plantes, d’animaux (Pignatelli et al., 2009) et de denrées alimentaires
(Gdoura-Ben Amor et al., 2018), échantillons couvrant une large gamme de
température, allant par exemple d’aliments réfrigérés a des aliments déshydratés
(Guinebretiére et al., 2008). En effet, ses différentes souches occupent des niches
ecologiques trés diversifiées, allant de leur cycle de vie saprophytique a un style de
vie symbiotique, a dans certains cas, une relation ou elles occupent la place de
pathogene par rapport a leur hote (Ceuppens et al., 2013). On retrouve B. cereus s.l.
sous forme de cellules végétatives ou plus généralement sous forme d’endospores
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dans de nombreux sols, qui constituent en fait le réservoir primaire de B. cereus s.I.
L’omniprésence du groupe dans ces derniers implique qu’un transfert peut s’effectuer
vers un hote en contact avec ce méme sol (Vilain et al., 2006). Inévitablement, cela
participe aussi au fait que les contaminations alimentaires sont fréquentes et peuvent
arriver soit directement sur le lieu de production de la matiére premiére, soit au moment
de la transformation a cause de la persistance des spores sur les équipements, car
elles ont une forte capacité d’adhérence et peuvent former des biofilms (EFSA, 2005).

Tableau 1.2 - Classification phylogénétique du groupe B. cereus (Guinebretiére et al., 2010).

Gamme de
Espéces températures de Toxicité
croissance (°C)

Groupes
phylogénétiques

-1
> B. pseudomycoides 10-43 ND
B. cereus, Lo
I L 7-40 Modérée
B. thuringiensis
-1
11-2 B. cereus,
B. thuringiensis, 15-45 Elevée
-3 B. anthracis
-4
V-1
B. cereus, ST
V-2 B. thuringiensis 10-45 Modérée/élevée
V-3
v B. cereus, 8-40 Modérée
B. thuringiensis
VI-1 B. mycoides,
B. thuringiensis, 5-37 Faible
VI-2 B. weihenstephanensis
Vil B. cytotoxicus 20-50 Elevée

211 B. cereus s.s.

L’adjectif cereus vient du latin cera, voulant dire « cire », et qui fait référence a
I'aspect cireux ainsi qu’a la couleur qu’ont les colonies lorsqu’elles poussent sur un
milieu solide. La souche ATCC 14579 est le premier B. cereus s.s. a avoir été isolé en
1887 au Royaume Uni, a partir de I'air d’'une étable, et est considérée comme la
souche type (d'Ariane, 2013; Frankland and Frankland, 1887). L’'espéce comprend des
souches tout a fait bénéfiques, c’est notamment le cas de B. cereus var. toyoi connu
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en tant que probiotique pour ses effets positifs sur la santé intestinale de certains
animaux (John et al., 2015). Néanmoins, elle contient également des pathogénes
opportunistes. En effet, B. cereus s.s. constitue I'une des trois especes du groupe dont
certaines souches sont pathogenes pour I'étre humain, les deux autres étant B.
anthracis et B. cytotoxicus (Lindback and Granum, 2015).

Tout d’abord, cette espéce peut étre source de maladies d’origine alimentaire,
classées en deux types de syndromes. Il s’agit du syndrome émétique et du syndrome
diarrhéique (Schraft and Griffiths, 2006), qui seront expliqués en détails par la suite.
En effet, Plazikowski associait déja des TIA a B. cereus s.s. en Europe en 1906 (Jay
et al., 2005). Depuis lors, de nombreux autres cas ont été recensés et parmi eux,
certains furent mortels (Takabe and Oya, 1976; Mahler et al., 1997; Naranjo et al.,
2011; Dierick et al., 2005).

Outre ce lien avec des maladies d’origine alimentaire, B. cereus s.s. est
également associé a diverses infections, locales et systémiques (Teyssou et al., 1998).
Des cas de pneumonies, d’endocardites, de méningites, d’encéphalites, et d’infections
oculaires lui sont en effet attribués. Ces types d’infections touchent plus
particulierement les personnes immunodéficientes, les nouveaux nés, les toxicomanes
et les patients ayant une plaie traumatique ou post-chirurgicale ou ayant été soignés
avec des dispositifs intraveineux (Drobniewski, 1993; Shimoyama et al., 2017; Steen
etal., 1992; Berner et al., 1997; Sliman et al., 1987; Marley et al., 1995; Benusic et al.,
2015; Beecher et al., 2000; Pitt et al., 2015).

2.1.2 B. anthracis

B. anthracis est I'agent étiologique responsable de la maladie du charbon, ou
anthrax pour les anglophones (Okinaka and Keim, 2016). Méme si les cinquieme et
sixieme plaies d’Egypte rapportées dans la Bible semblent déja faire mention
d’infections similaires a celles provoquées par B. anthracis, la découverte de cette
espéce dans un échantillon de sang de mouton malade est attribuée a Rayner et
Casimir en 1850. Dans les années suivantes, ce fut Robert Koch, aidé de Louis
Pasteur, qui étudia de maniére approfondie le role de cette espece dans la maladie
ainsi que sa transmission a ’'homme. Il inventa des méthodes pour purifier ce bacille
a partir d’échantillons de sang contaminés et fut le premier a le cultiver de fagon a
obtenir des cultures pures (Sanchis, 2010; Hugh-Jones and de Vos, 2002). En étant
le premier a lier une bactérie spécifigue a une maladie précise en 1876, Koch fit
avancer la « théorie des germes » et marqua le début de la bactériologie médicale
avec son celébre postulat relatif a 'agent causal d’'une maladie (Blevins and Bronze,
2010; Koch, 1962).

Méme si les foyers sont rares dans les pays industrialisés comme le Canada,
les Etats-Unis et la majorité de I'Europe, la distribution de la maladie est mondiale et
reste endémique dans de nombreux pays d’Asie, d’Afrique et d’Amérique du Sud
(Hugh-Jones, 1999). La stabilité des spores dans le sol est assez longue et permet a
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B. anthracis d’accéder a ses hétes directs et majoritaires que sont les herbivores
(moutons, chévres, bovins, chevaux). Tous les mammiferes sont susceptibles d’étre
affectés par la maladie, impliquant occasionnellement des situations |étales chez les
humains. L'entrée de spores dans l'organisme hote constitue la premiére étape
nécessaire au développement de la maladie. Elle peut subvenir de trois maniéres
différentes : le plus souvent au travers des légeres blessures cutanées ou morsures
d’'insectes ; par inhalation ; ou au travers d’abrasions mineures du tractus gastro-
intestinal (Irenge and Gala, 2012; Derzelle et al., 2015).

Ces trois voies d’infections correspondent a trois formes cliniques différentes
de la maladie du charbon chez I'étre humain. La premiére est la forme cutanée qui en
représentant plus de 95% des cas est la plus fréquente. Aprés 2 a 3 jours d’incubation,
on peut observer un petit bouton a I'endroit initialement infecté. Il va ensuite y avoir
une croissance de vésicules tout autour, cela va finir par sécher, noircir et former une
escarre caractéristigue. Le plus souvent, la maladie est limitée et des traitements
antibiotiques existent pour en guérir. La deuxieme forme est similaire a la forme
cutanée mais se développe sur la muqueuse intestinale (Boseret et al., 2002; Turnbull
et al., 1996). Les humains contractent presque toujours la maladie via une de ces deux
formes, soit en manipulant un animal infecté, soit en ingérant de la viande contaminée
(Beyer and Turnbull, 2009). Enfin, la derniere est la forme respiratoire qui, bien que
moins courante, est considérée comme moyen privilégié si utilisé dans des attaques
de bioterrorisme (Inglesby et al., 2002). Ce fut notamment le cas a 'automne 2001
lorsque des lettres contenant une poudre formée de spores de B. anthracis furent
envoyées par le biais du service postal dans diverses villes des Etats-Unis, faisant
ainsi cinq victimes (Imperiale and Casadevall, 2011; Jernigan et al., 2002).

Quelle que soit la voie d’infection, une fois les spores entrées dans 'organisme,
elles sont phagocytées par des macrophages, qui les transportent vers le systeme
lymphatique ou elles germent. Ensuite, les bactéries se liberent, envahissent la
circulation sanguine et produisent les facteurs responsables de la virulence (Mock and
Fouet, 2001). Les deux facteurs sont une toxine tripartite et une capsule, dont les
genes codants sont respectivement localisés sur pXO1 et pXO2, qui sont deux grands
plasmides. La capsule est composée de polypeptides de poly-D-glutamate et empéche
la phagocytose des cellules végétatives par le systeme immunitaire. La toxine tripartite
est composée de trois sous unités protéigues dont deux sont enzymatiques, le facteur
cedématogéne (FE) et le facteur létal (FL), et dont la troisieme est 'antigene protecteur
(AP). Ces sous-unités vont s’associer binairement pour former soit la toxine
cedémateuse (FE+AP), soit la toxine létale (FL+AP) (Levy et al., 2014; Collier and
Young, 2003; Baillie and Read, 2001; Mock and Mignot, 2003; Friebe et al., 2016).
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2.1.3 B. cytotoxicus

La premiere souche a avoir été isolée est NVH391-98 lors d’'une TIAC en France
en 1998 ou trois personnes ont perdu la vie suite a une entérite nécrotique analogue
a celle causée par Clostridium perfringens mais semblant moins sévere (Lund et al.,
2000). Cet evenement représente le cas de diarrhée d’origine alimentaire le plus grave
gu’ont connu nos voisins frangais. De par son incapacité a croitre sous les 17°C et sa
capacité a le faire entre 48°C et 53°C, cette souche thermotolérante a été classée
dans le groupe phylogénétique VII. D’autres souches similaires, mais pas
nécessairement pathogenes, ont aussi été découvertes et finalement, elles ont toutes
dernierement rejoint B. cereus s.l. en tant que nouvelle espéce a part entiere, devenant
ainsi la troisieme espece du groupe connue pour étre pathogéne pour 'homme
(Guinebretiére et al., 2013; Auger et al., 2008). Etant donné 'absence présumée chez
NVH391-98 lors de sa découverte des entérotoxines connues pour étre responsables
du syndrome diarrhéique d’origine alimentaire, la pathogénicité particulierement
élevée de cette souche a été attribuée a la production d’'une nouvelle toxine formeuse
de pore appelée cytotoxine K-1 (CytK-1) (Lund et al., 2000; Lapidus et al., 2008;
Fagerlund et al., 2004). C'est donc a CytK-1, qui est spécifigue au groupe
phylogénétique VII et qui est un marqueur fiable de détection, qu’est revenue la
responsabilité de la lyse de cellules épithéliales dans I'intestin, provoquant alors une
diarrhée (Guinebretiére et al., 2010; Hardy et al., 2001). Le syndrome diarrhéique et
les toxines associées sont détaillés dans le point 4 de ce chapitre I.

Jusqu’a présent, la majorité des souches qui ont été isolées a partir de la
nourriture ont été trouvées dans des produits d’origines végétales, et méme plus
particulierement dans des produits en lien avec la pomme de terre (Contzen et al.,
2014; Guinebretiere et al., 2013; Glasset et al., 2016; Bohm et al., 2015; Turner et al.,
2006).

2.1.4 B. thuringiensis

Cette espece est celle du groupe qui est connue pour son intérét économique
en tant gu’insecticide. En 2004, elle représentait 90% du marché des bio-insecticides
qui lui-méme représente environ 2% du marché global des insecticides
(Chattopadhyay et al., 2004; Bravo et al., 2011). C’est sa capacité a étre pathogéne
pour certains insectes, nématodes, protozoaires et acariens qui est utilisée pour
contrler divers nuisibles dans les jardins et les champs, ainsi que pour combattre les
insectes vecteurs de la malaria ou de la fievre jaune. En effet, B. thuringiensis peut
produire des inclusions parasporales, également appelées cristaux protéiques et
constituées de toxines, durant la sporulation et qui ont une action larvicide. Cette
production est aussi le seul moyen de distinguer B. thuringiensis de B. cereus (Patino-
Navarrete and Sanchis, 2017; Schnepf et al., 1998; Chaufaux, 1995). Les toxines
produites comprennent des protéines « crystal » (Cry), qui sont les facteurs de
virulence obligatoires, des protéines « cytolytic » (Cyt) et des protéines « Vips », pour
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vegetative insecticidal proteins. Les deux premieres classes de toxines citées sont des
0-endo-toxines et ce sont elles qui forment les cristaux protéiques alors que les
dernieres sont sécrétées dans le milieu durant la phase végétative de croissance. Les
genes de ces diverses protéines sont localisés sur des grands plasmides (Zheng et
al., 2017; Bravo et al., 2011; Vachon et al., 2012; Palma et al., 2014).

En plus d’étre entomopathogéne, certaines souches de B. thuringiensis
possedent aussi les genes codant pour les mémes entérotoxines que celles produites
par B. cereus et potentiellement impliquées dans le syndrome diarrhéique (Cho et al.,
2015; Gaviria Rivera et al., 2000). Cependant, malgré cette implication potentielle,
'espece a rarement été associée a des TIA. Cela peut étre d0 a une sous-estimation
causée par la difficulté de distinguer B. cereus et B. thuringiensis dans les méthodes
de détection habituelles en microbiologie alimentaire (Mcintyre et al., 2008). Outre les
maladies d’origine alimentaire, B. thuringiensis a aussi été relié a d’autres infections
touchant I'étre humain telles que la nécrose de tissus associées a des plaies, des
infections oculaires et des périodontites (Hernandez et al., 1999; Callegan et al., 2006;
Helgason et al., 2000b).

2.1.5 B. weihenstephanensis

Cette espéce a été ajoutée au groupe B. cereus apres la parution de l'article de
Sabine Lechner (1998) et ce, dans le but de clairement distinguer les souches
psychrotolérantes des autres. Dans ce papier, elle est différenciée par son aptitude a
pousser entre 4 et 7°C mais pas a 43°C. Néanmoins, il a été montré que certaines
souches psychrotolérantes de B. cereus s.. n’appartiennent pas a B.
weihenstephanensis. Une autre caractéristique distinctive mise en avant est leur
capacité a synthétiser une protéine « cold shock » A (CspA) particuliére, mais la
encore, des souches poussant a 43°C et possédant ce variant de cspA ont été
identifiées (Lechner et al., 1998; Bartoszewicz et al., 2009; Stenfors and Granum,

2001).

Malgré ces criteres de discrimination qui semblent discutables, ces bacilles
psychrotolérants sont connus pour causer des problémes d’altération de la nourriture.
De plus, ils possédent les déterminants génétigues des toxines associées aux
syndromes diarrhéique et émétique et peuvent ainsi étre potentiellement responsables
de cas de TIA, méme si actuellement aucun cas n’a encore été relaté. Au vu de tous
ces éléments, cette espece est considérée comme problématique dans l'industrie
agro-alimentaire et en particulier dans le secteur des aliments réfrigérés (Baron et al.,
2007; Stenfors et al., 2002; Hoton et al., 2009 ; Thorsen et al., 2009; Samapundo et
al., 2011a).
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2.1.6 B. mycoides et B. pseudomycoides

D’un point de vue étymologique, le mot mycoides signifie « similaire a un
champignon ». En effet, B. mycoides et B. pseudomycoides sont caractérisés par des
colonies qui ont une croissance rhizoidale avec production de filaments qui peuvent
s’étendre sur plusieurs centimeétres (Fig. 1.3). Outre cette distinction phénotypique avec
les autres B. cereus s.l.,, ces deux especes possedent des profils en acides gras
différents et cela permet de les distinguer des cing espéces du groupe B. cereus mais
aussi entre elles. Un autre moyen pour discriminer ces deux bacilles est la capacité
qgu’'a B. mycoides a produire de I'acétanilide (Jensen et al., 2003; Nakamura, 1998;
Nakamura and Jackson, 1995). Peu d’études ont été faites a leur sujet et les
connaissances les concernant sont relativement limitées (Tourasse et al., 2006).
Toutefois, il a été montré que certaines souches possédaient des genes ou fragments
de genes d’entérotoxines présumées (Swiecicka and Mabhillon, 2006; Oltuszak-
Walczak and Walczak, 2013) et des souches auraient été isolées lors de TIA au
Canada (Mclntyre et al., 2008).

Figure 1.3 - Colonies de B. mycoides. Les colonies sont formées par des cellules bacillaires reliées bout
a bout formant des filaments qui fonctionnent comme des faisceaux avec une direction de courbure
génétiquement déterminée. A gauche, DX pour dextre, avec des projections courbées dans le sens des
aiguilles d'une montre et a droite, SIN pour senestre, avec une courbure opposée. Barre d'échelle = 1
centimetre (Di Franco et al., 2002).

2.2 Méthodes d’isolement, de dénombrement et de détection

Excepté B. mycoides et B. pseudomycoides, la majorité des souches du groupe
B. cereus ont un phénotype similaire sur boite de Pétri. En effet, sur des milieux de
culture classiques contenant de l'agar, elles se développent en tant que grandes
colonies (de 3 a 8mm de diameétre) de forme circulaire a asymétrique, de couleur plutot
pale ou blanche, d’aspect mat ou granuleux, et souvent avec des bords irréguliers
(Logan and de Vos, 2015; Stenfors Arnesen et al., 2008). Les méthodes d’isolement
et d’énumération a partir d’échantillons environnementaux, cliniques et alimentaires se
réalisent en utilisant des milieux de cultures sélectifs conventionnels (Fricker et al.,
2008).
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En microbiologie alimentaire, I'organisation internationale de normalisation
préconise, dans sa norme ISO 7932:2004, I'utilisation du milieu « mannitol, egg yolk,
polymyxin » (MYP) pour le dénombrement des colonies de B. cereus présomptifs. La
meéthode consiste a dénombrer les colonies caractéristiques sur le milieu MYP ainsi
qu’a effectuer une confirmation grace a un test d’hémolyse sur de la gélose au sang
frais de mouton, apres des incubations de 24h a 30°C sur deux milieux. Le milieu MYP
a été développé par Mossel en 1967. Ses caractéristiques clés résident dans
I'inaptitude de B. cereus a fermenter le mannitol et dans la capacité qu’ont la plupart
des souches a produire de la lécithinase. Ainsi, les colonies de B. cereus qui s’y
forment sont de couleur rose car mannitol-négatif, et généralement entourées d’un
halo blanchéatre qui résulte de la dégradation de la lécithine présente dans le jaune
d’ceuf (Fig. 1.4). L’ajout de polymyxine sert a inhiber une partie de la microflore
secondaire et est censé conférer sa sélectivité au milieu. Les souches de B. cereus
ont une activité hémolytique et le milieu non sélectif qu’est la gélose au sang de
mouton sert a attester de cette activité (ISO, 2004; Mossel et al., 1967; Ehling-Schulz
et al., 2004a). Lors de la croissance d’une bactérie sur une telle gélose, il est en effet
possible d’apprécier la lyse des globules rouges qui composent ce milieu. L’hémolyse
provoquée par Bacillus peut étre de deux grands types, a ou B, entre lesquels il existe
des situations intermédiaires (Fig. 1.5). L’hémolyse- est caractérisée par une colonie
autour de laquelle une large zone d’hémolyse compléte se forme. L’hémolyse-a se
manifeste, quant a elle, par une Iégere zone de couleur verdatre a brunatre entourant
la colonie et due a une décoloration et une perte de potassium des globules rouges
(Adams et al., 2015; Madigan et al., 1997).

Figure 1.4 - Colonies de B. cereus sur le milieu MYP (Fricker et al., 2008).

Légende : 1 : NVH 391-98 (souche de référence cytK-1, B. cytotoxicus) ; 2 : NC 7401 (isolat d’'un foyer
émétique) ; 3 : RIVM BC67 (isolat de matiéres fécales humaines) ; 4 : RIVM BC90 (isolat de matiéres
fécales humaines) ; 5 : WSBC 10204 (B. weihenstephanensis) ; 6 : WSBC 10882 (isolat d’un foyer
émétique) ; 7 : F4810 / 72 (souche de référence émétique) ; 8 : ATCC 14579 (B. cereus) ; 9 : B.
licheniformis (contrble négatif).
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Figure I.5 - A gauche : Hémolyse-a dans la partie supérieure et hémolyse-B dans la partie inférieure sur
de la gélose au sang (Andersson et al., 2004). A droite : Neuf types d’hémolyse trouvés chez 198
souches de B. cereus et B. thuringiensis (Vilas-Boas et al., 2002).

Cependant, comme elle le précise clairement avec le terme « présomptifs »,
cette norme ISO 7932:2004 utilisée de fagon routiniere dans les laboratoires ne permet
pas de différencier les membres du groupe B. cereus s.I. En conséquence, la
prévalence précise de chaque espéce ne peut étre déterminée avec cette méthode.
D’autres tests et techniques peuvent étre mis en ceuvre pour permettre une
discrimination. On peut citer les tests de mobilité pour discriminer B. anthracis des
autres, des tests biochimiques, ou encore l'utilisation de techniques moléculaires
comme par exemple une extraction d’ADN suivie par une « polymerase chain
reaction » (PCR) pour détecter la présence de certains géenes caractéristiques (1ISO,
2004; Frentzel et al., 2018; England Public Health, 2015; Velusamy et al., 2010).

3 Importance des spores de B. cereus

Une des raisons majeures qui explique la difficulté qu’a lindustrie agro-
alimentaire a empécher la contamination de ses produits par B. cereus est liée a la
capacité de ce bacille a former des spores. Ces derniéres sont résistantes a la chaleur,
aux radiations, aux agents désinfectants, a la dessiccation et autres stress
environnementaux. Et lorsqu’on combine cela avec leur capacité d’adhérer aux
surfaces, on comprend qu’il est trés compliqué d’éradiquer completement B. cereus
d’'un environnement dans lequel ses spores sont présentes (Delbrassinne and
Mabhillon, 2015; Rosenquist et al., 2005; Roberts et al., 2017). Certaines étapes
principales du cycle de vie des bactéries sporulantes sont détaillées dans ce point 3.

3.1 Formation des spores et structure

Lorsque des cellules de B. cereus sont confrontées a des conditions
défavorables telles qu’un déficit en nutriments dans leur milieu, elles ont la capacité
de sporuler. C’est un processus au cours duquel elles vont se différencier en formant
au sein de leur cytoplasme des endospores, plus couramment appelées spores, qui
sont des formes de résistance pour assurer la survie. En effet, ces structures
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dormantes et extrémement résistantes, particulierement a la chaleur, peuvent
subsister pendant plusieurs années dans l'environnement (Leggett et al., 2012;
Stragier and Losick, 1996). Bien que la majorité des études portent sur B. subtilis, une
autre espece du genre Bacillus, les connaissances qui en découlent sont
généralement valables pour les autres membres du genre. La formation de spores a
partir d’'une cellule végétative nécessite de hombreux changements morphologiques
qui peuvent étre divisés en sept grandes étapes. Pour résumer, il y a division
asymeétrique entre la cellule mere et une petite préspore, la premiere va engloutir la
deuxieme et va finir par étre lysée et libérer 'endospore (Setlow and Johnson, 2012;
Hilbert and Piggot, 2004; Errington, 1993). La sporulation, elle-méme induite par
différents facteurs, peut survenir dans différents environnements et les conditions sous
lesquelles elle a lieu vont déterminer les propriétés de la spore formée. Par exemple,
la température de sporulation va avoir un impact sur la résistance a divers stress, sur
la germination ainsi que sur la composition des structures de la spore (de Vries et al.,
2005; Planchon et al., 2011).

Les propriétés de dormance, de germination et de résistance des spores
bactériennes sont dues a leur structure unique qui est bien différente de celle d’'une
cellule végétative et qui est constituée de plusieurs composants assemblés lors de la
sporulation (Foster and Johnstone, 1990). Comme illustré sur la Fig. 1.6, une spore de
B. cereus est composée d’un cceur ou protoplasme pauvre en eau, riche en « small
acid soluble proteins » (SASP), en calcium et en acide dipicolinique (DPA), entouré
dans l'ordre d’'une membrane interne, d’une paroi cellulaire germinale, d’un cortex
constitué de peptoglycane, d’'une membrane externe, de tuniques et finalement d’un
exosporium (Wells-Bennik et al., 2016; Sunde et al., 2009).

a

“

Exosporium nap
(BclA)

Exosporium G y
basal layer
Spore coat

Cortex !

Interspace

Figure 1.6 - Spore de B. anthracis vue au microscope
électronique en transmission (Stewart, 2015).
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3.2 Résistances

Comme mentionné précédemment, c’est la structure particuliere de la spore et
sa composition qui lui conferent ses propriétés de résistance envers différents agents
incluant la dessication, le gel, le dégel, les chaleurs humide et séche, les radiations y
et UV, les hautes pressions et un nombre important de produits chimiques toxiques.
Néanmoins, il peut exister de grandes variations de résistances entre des spores de
différentes souches, espéces ou genres (Setlow, 2016).

Si on les compare aux cellules en croissance, les spores ont une plus grande
résistance face aux traitements thermiques avec chaleur humide et cela est
majoritairement dd au faible contenu en eau de leur noyau, conséquence de la teneur
élevée en DPA. Généralement, plus le noyau est déshydraté, plus la spore est
résistante. Le DPA est chélaté avec des cations métalliques divalents ou plus rarement
monovalents et entre tous, c’est 'ion calcium qui confére la plus grande résistance a
la chaleur humide. Un autre mécanisme qui protege les spores, tant de la chaleur
humide que séche cette fois, est la limitation des dégats faits a 'ADN grace a la
protection engendrée par sa saturation avec des SASP. De nombreux autres facteurs
inhérents ou environnementaux participent a la résistance des spores au moment ou
celles-ci subissent un traitement thermique. Mais il est utile de rappeler que les
caractéristiques environnementales présentes avant le traitement thermique, telles
qgue la composition du milieu de sporulation, ont également une influence sur la
résistance des spores. On peut aussi mentionner les températures de croissance et
de sporulation qui sont positivement corrélées a la résistance des spores a la chaleur
(Rajkovic et al., 2008a; Carlin et al., 2010; Setlow, 2016; Setlow, 2006).

Cette résistance a la chaleur a pour conséquence une non-destruction des
spores par les traitements thermiques légers qui peuvent avoir lieu lors des procédés
de fabrication des aliments, tels que la pasteurisation, et B. cereus peut ainsi se
retrouver dans le produit final. Ces traitements, ainsi que la cuisson des denrées
alimentaires, éliminent la majorité des cellules végétatives qui composent la flore
accompagnatrice et peuvent activer la germination des spores dans la nourriture. |
peut s’ensuivre une croissance de cellules végétatives, soit parce que les conditions
de refroidissement et de stockage sont inappropriées, soit parce que les souches sont
psychrotolérantes et peuvent croitre aux températures de réfrigération. Cette
croissance risque de causer des TIA ou d’altérer l'aliment contaminé, comme par
exemple le lait qui peut prendre un godt amer ou méme cailler (Brown, 2000; Hanson
et al., 2005; Carlin et al., 2006; De Bellis et al., 2015; Hayrapetyan et al., 2016;
Rgssland et al., 2003).

3.3 Germination

Malgré sa grande résistance a de nombreux facteurs, la spore a I'état de
dormance reste sensible a son environnement et lorsqu’elle détecte un retour des
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conditions favorables, elle va initier sa germination et la poursuivre en dégradant ses
propres structures. Elle va pouvoir se développer et évoluer vers une cellule végétative
métaboliguement active, semblable a celle qui avait sporulé au départ (Setlow, 2003;
Paidhungat and Setlow, 2002). Par définition, la germination est donc principalement
un processus aboutissant a la perte des propriétés spécifiques des spores telles que
leur structure unique, leur extréme résistance et leur dormance (Postollec et al., 2012;
Moir, 2006). Il s’agit d’'un processus séquentiel dans lequel la premiére étape
comprend la libération d’'ions et de DPA engendrant une réhydratation partielle du
protoplasme et une légere perte de résistance a la chaleur. La seconde étape est
I'hydrolyse du cortex et une réhydratation compléte du noyau qui par conséquence
restaure I'activité enzymatique et entraine une croissance suite a la synthése de
macromolécules. Cela se traduit par la perte de la réfractabilité lors de I'observation
au microscope a contraste de phase et une diminution de la capacité a diffuser la
lumiére (Soni et al., 2016; Kutima and Foegeding, 1987; Soni et al., 2018).

La spore percoit le retour a des conditions favorables grace a certaines
molécules présentes dans son environnement proche, appelées germinants, qui vont
interagir avec des récepteurs localisés sur la membrane interne de la spore. Les
germinants peuvent étre de deux types, les germinants nutritifs et les non nutritifs. Les
plus courants appartenant a la premiere catégorie sont les acides aminés incluant le
L-alanine, les sucres et les ribosides. Les germinants non nutritifs incluent quant a eux
les sels, les surfactants cationiques comme le dodecylamine, le calcium dipicolinate
(DPA - Ca?"), le lysozyme et les hautes pressions (van de Voort and Abee, 2013;
Setlow, 2003; Moir and Cooper, 2015). Avant I'addition de germinants, pour étre
capable de germer, la spore doit généralement subir une étape préalable d’activation
qui peut notamment étre réalisée par une exposition a la chaleur (Fernandez et al.,
2001; Gould, 2006).

3.4 Adhésion

De par leur hydrophobicité globale et la présence d’appendices sur
I'exosporium, les spores de B. cereus ont une capacité d’adhésion importante. Cette
capacité facilite leur présence sur les surfaces dans les lignes de production des
industries agro-alimentaire et complique les procédures de nettoyage pour assurer une
bonne hygiene. Ces spores peuvent ainsi étre a l'origine de contaminations. Leur
aptitude a initier la formation de biofilms constitue également un vrai probleme pour ce
secteur industriel (Stewart, 2015; Andersson et al., 1995; Ryu and Beuchat, 2005;
Faille et al., 2013).
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4 Toxines de B. cereus responsables des maladies d'origine
alimentaire

Il estimportant de se rappeler que méme s’il est fréquent de trouver des cellules
végétatives ou des spores de B. cereus s.. dans des matrices alimentaires, ces
bacilles ne constituent généralement qu’une partie de la flore totale, ne sont pas
pathogenes dans la plupart des cas et s’ils le sont, il faut qu’ils soient présents en
guantité suffisante que pour provoquer une maladie (Adams et al., 2015). Néanmoins,
les souches qui sont pathogenes peuvent étre a l'origine de deux types de toxi-
infections alimentaires, selon la ou les toxines produites. Le premier, causé par une
ou plusieurs entérotoxines, se traduit par des diarrhées tandis que le second, causé
par une toxine émeétique, aboutit a des vomissements. Leurs caractéristiques
respectives sont reprises dans le Tableau 1.3.

La premiére preuve d’'une implication de B. cereus dans une TIAC remonte au
début des années 1950. En effet, Steinar Hauge rapporte qu’'un dessert a base de
sauce a la vanille fortement contaminé par B. cereus est responsable d’'une maladie
diarrhéique (Hauge, 1955). Le syndrome émétique provoqué par B. cereus est quant
a lui cité pour la premiére fois environ 20 ans plus tard lors de maladies accompagnées
de vomissements aprés ingestion de riz frit provenant de restaurants chinois (Mortimer
and McCann, 1974). Suite a ces événements, B. cereus a été reconnu comme pouvant
étre la cause de maladies d’origine alimentaire, le plus souvent bégnines mais pouvant
aussi s’avérer mortelles (Morris, 1981; Chin, 2000).

Tableau 1.3 - Caractéristiques des deux types de maladies causées par B. cereus (Granum and
Lindback, 2012; Glasset et al., 2016).

Caractéristiques Syndrome diarrhéique Syndrome émétique
. .. , . Peptide cyclique ; toxine
Type de toxines Protéines ; entérotoxine(s) P , y i q
émétique
Endroit de production de . , . R , , .
. P Dans l'intestin gréle de I'h6te Préformee dans I'aliment
la toxine
. . . 105 — 108 cellules (par
Dose infectieuse 102 a 10° — 107 cellules (totales) L (parg
d’aliment)
8 —16h
Temps d’incubation . 0,5-5h
(occasionnellement>24h)
. 12 — 24h (occasionnellement
Durée de la maladie ( 6 — 24h

plusieurs jours)

Nausée, vomissements et
malaise (parfois suivis de
diarrhées, a cause de la

production d’entérotoxines)

Douleur abdominale, diarrhée
Symptémes agueuse avec nausée
occasionnelle

Viandes, soupes, légumes,
puddings, sauces, lait et
produits laitiers

Aliments les plus
fréquemment impliqués

Riz cuit et frit, pates, patisseries
et nouilles
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4.1 Intoxication émétique

Selon plusieurs études, les souches émétiques de B. cereus sont assez rares
dans I'environnement, représentant environ 1,5% des souches (Hoton et al., 2009 ;
Ceuppens et al., 2011). Le céréulide, la toxine préformée dans la nourriture par ces
souches et conduisant a une intoxication, est a l'origine du syndrome émétique,
caractérisé par des nausées et des vomissements survenant rapidement, c’est-a-dire
dans un délai de 0,5 a 6 heures aprés le moment ou la nourriture contaminée est
ingérée. Les aliments les plus souvent associés au syndrome émétique sont riches en
amidon tels que les péates et le riz, qui n'auraient pas été conservés dans des
conditions de températures appropriées apres leur cuisson (Kramer and Gilbert, 1989;
Schoeni and Lee Wong, 2005). Une explication potentielle a ces associations
fréquentes est I'incapacité qu’ont les souches émétiques de B. cereus a hydrolyser
I'amidon. A cause de cette propriété, les aliments contaminés peuvent paraitre tout a
fait normaux au niveau de leurs goQt, odeur et aspect, malgré le nombre important de
B. cereus contenu dedans (Pirttijarvi et al., 1999; Agata et al., 1996). Les symptomes
d'une telle intoxication due a B. cereus sont similaires a ceux causés par
Staphylococcus aureus et il est par conséquent fréquent de confondre les deux
(Wambo et al., 2011).

La toxine émeétique céréulide, de masse moléculaire 1,2 kDa, est un
dodecadepsipeptide cyclique constitué d’'une séquence de deux acides aminés et
deux oxyacides répétée trois fois, (D-O-Leu-D-Ala-D-O-Val-D-Val)s (Agata et al., 1994;
Granum and Lund, 1997). Cette molécule est thermostable puisqu’elle résiste a la
cuisson, aux températures de friture et méme a l'autoclavage a 121°C pendant plus
de 15 minutes. Grace a sa structure rigide, elle tolere aussi la large gamme de pH qui
va de 2 a 11 et ne perd pas son activité lorsqu’elle est en contact avec diverses
enzymes protéolytiques (Rajkovic et al., 2008b; Agata et al., 2002). A cause de ces
diverses propriétés, il est difficile d’éliminer le céréulide de la nourriture une fois qu'’il
s’y est formé et s'il est ingéré, il est trés probable qu’il reste intact dans I'estomac et
puisse ainsi se lier, sous sa forme active, a certaines cellules. En effet, les
vomissements résultent de la stimulation du nerf vague afférent qui innerve I'estomac
suite a la liaison du céréulide aux récepteurs 5-HT3 (Agata et al., 1995). De plus,
structurellement fort semblable a la valinomycine, le céréulide a été reconnu comme
capable d’agir en tant que puissant ionophore au potassium (Teplova et al., 2006). Par
conséquent, il peut entrainer une perturbation de I'activité mitochondriale des cellules
hépatiques en inhibant l'oxydation des acides gras et ainsi causer de graves
dommages au foie (Kotiranta et al., 2000 ; Ehling-Schulz et al., 2004a; Mahler et al.,
1997). Des indices pointent également dans le sens d’'une implication potentielle dans
des cas de diabete suite a une exposition chronique a de faibles concentrations de
céreulide (Vangoitsenhoven et al., 2015).
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Le céréulide est le produit d’'une synthése peptidique non-ribosomale. En effet,
il est constitué de plusieurs sous-unités qui sont assemblées grace a une synthétase
peptidique non ribosomale (NRPS) codée par des genes ces. Ce groupe de genes de
24 kb est localisé sur un grand plasmide dont le squelette génétique est semblable a
celui de pXO1 impliqué dans la virulence de B. anthracis (Hoton et al., 2005; Ehling-
Schulz et al., 2006a; Ehling-Schulz et al., 2006b; Van der Auwera et al., 2013).

La régulation de la synthese du ceéréulide est un mécanisme complexe ou
I'expression des génes de la toxine est liée aux phases du cycle de vie de B. cereus
et aux conditions spécifiques, telle que la disponibilité en nutriments dans les matrices
alimentaires (Lucking et al., 2015; Ehling-Schulz et al., 2015). La production de la
toxine démarre a la fin de la phase de croissance logarithmique et atteint son maximum
au début de la phase stationnaire. Outre ce lien qu’a la production avec la phase de
croissance, la synthése est également influencée par des facteurs externes. En effet,
plusieurs études ont montré qu'en changeant la température d’incubation, la
disponibilité en oxygene et le milieu de culture ou matrice alimentaire, il est possible
d’obtenir différentes quantités de céréulide (Ehling-Schulz et al., 2004a; Haggblom et
al., 2002; Finlay et al., 2000; Apetroaie-Constantin et al., 2008; Thorsen et al., 2009;
Jaaskelainen et al., 2004).

Etant donné que les déterminants génétiques du céréulide sont connus, il est
possible de détecter les souches émétiques potentielles de B. cereus en réalisant des
tests PCR. Les premieres amorces pour la détection de ces, nommées CER1 et EMT1,
qui ciblaient un fragment de 188 pb, ont été développées par Horwood et al. (2004).
Dans le courant de I'année qui a suivi, deux autres sets d’amorces ont également été
proposes, ceux-ci permettant d’avoir des tailles d’amplicons supérieures (Ehling-
Schulz et al., 2004b; Ehling-Schulz et al., 2005). Néanmoins, cette technique de PCR
ne permet pas de savoir si oui ou non le céréulide est produit. Pour repérer le céréulide,
il faut utiliser d’autres méthodes telles que des tests sur des cultures cellulaires ou sur
la mobilité de spermatozoides de verrat, ainsi que des méthodes chromatographiques
et moléculaires (Andersson et al., 1998; Stenfors Arnesen et al., 2008).

4.2 Toxico-infection diarrhéique

Le syndrome diarrhéique causé par B. cereus se produit surtout apres la
consommation de produits protéiques (LNR TIA, 2017). Il se traduit par des douleurs
abdominales et des épisodes de diarrhée aqueuse, manifestations ressemblant
fortement a celles causées par C. perfringens (Goepfert et al., 1972; Le Loir et al.,
2003). Ces symptomes ne semblent pas étre provoqués par l'ingestion de toxines
préformées dans les aliments car les toxines incriminées sont thermolabiles et ne
résistent pas aux protéases du tractus gastro-intestinal (Turnbull et al., 1979).
L’hypothése actuelle (Fig. 1.7) est que cette toxico-infection fait suite a l'ingestion
d'aliments contaminés par des cellules végétatives ou des spores de B. cereus dont
certaines sont capables de survivre au passage de I'estomac et d’atteindre l'intestin
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gréle. Une fois arrivées la, il est tres peu probable quelles se développent et
produisent leurs toxines dans le lumen intestinal ou ces deux actions sont inhibées par
la microflore endogéne et les enzymes digestives. Deés lors, il est supposé que leur
croissance s’effectue dans la couche de mucus qui recouvre la surface intestinale et il
est méme possible qu’elles puissent adhérer aux entérocytes et interagir avec ces
derniers. Il s’ensuit une production d’entérotoxines qui vont endommager les cellules
épithéliales proches en y formant des pores, causant ainsi une lyse osmotique
responsable de la diarrhée (Duport et al., 2016; Berthold-Pluta et al., 2015).

Contrairement au syndrome émeétique pour lequel la toxine causale est bien
connue, la ou les entérotoxine(s) produites par B. cereus et responsable(s) de la
diarrhée ne sont pas clairement identifiees. En effet, diverses entérotoxines

/_\

g Enterotoxins

>

Vegetative
cells

B. cereus spores in soil

Figure 1.7 - Hypothése concernant le mode d’action de B. cereus causant une toxico-infection
diarrhéique. Apres la consommation d'aliments contaminés par des spores, des cellules végétatives
et/ou entérotoxines de B. cereus, la majorité des entérotoxines et des cellules végétatives sont inactivées
lors du passage gastrique. La communauté microbienne endogeéne limite la croissance végétative de B.
cereus, et la production d'entérotoxines intestinales est peu susceptible d'affecter 'héte en raison de la
dégradation rapide de ces entérotoxines par les sécrétions digestives de I'hdte. Les spores de B. cereus
ingérées et/ou les cellules végétatives adhérent d'abord a la muqgueuse intestinale, ce qui est suivi par
la germination (dans le cas des spores), la croissance végétative et la production d'entérotoxines, qui
endommagent I'épithélium de I'n6te. Les objets ne sont pas dessinés a I'échelle (Ceuppens et al., 2011).
potentielles ont été associées au syndrome diarrhéique causé par B. cereus. Les
candidates les plus probables sont au nombre de trois, dont les genes sont activés par
un régulateur pléiotrope, PIcR. Deux sont des complexes protéiques, ’'hémolysine BL
(Hbl) et I'entérotoxine non hémolytique (Nhe), et une est une protéine seule, la
cytotoxine K (CytK). Elles sont toutes capables de former des pores et ainsi de
perturber l'intégrité de la membrane plasmique des cellules épithéliales. De plus,
d’autres facteurs de virulence tels que d’autres hémolysines et diverses enzymes
comme des métalloprotéases peuvent aussi contribuer a la pathogénicité de B. cereus.
Actuellement, on ne sait toujours pas si c'est I'une de ces molécules ou une
combinaison qui est a l'origine des symptémes diarrhéiques (Doll et al., 2013; Bottone,

2010; Haug et al., 2010; Stenfors Arnesen et al., 2008; Castiaux et al., 2015).
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La premiére entérotoxine potentielle qui a été décrite, Hbl, est formée de trois
composantes et appartient aux toxines de type A-B, chez lesquelles la sous-unité B
intervient dans la liaison cellulaire et la sous-unité A, enzymatiqguement active, est
transloquée a travers la membrane de la cellule héte vers le cytoplasme. La fonction
de la sous-unité B est assurée par la composante B de 'hémolysine BL, codée par le
gene hblA, et les deux composantes lytiques L1 et L2, codées respectivement par les
genes hblD et hblC, jouent le réle de la sous-unité A (McKillip, 2000; Rajkovic et al.,
2008a). L’interaction des trois composantes avec la cellule héte entraine la formation
d’'un pore transmembranaire qui conduit a la lyse cellulaire (Ceuppens et al., 2011).
Hbl est une toxine hémolytique, entérotoxique, cytotoxique, dermonécrotique, et elle
provogue une augmentation de la perméabilité vasculaire (Beecher and Wong, 1997).

Une deuxiéme toxine potentielle a laquelle le syndrome diarrhéique a été
attribué est I'entérotoxine non-hémolytique isolée en Norvege en 1995, appartenant
également au type de toxine A-B et composée elle aussi de trois composantes que
sont NheA, NheB et NheC, codées par I'opéron nheABC (Granum and Lund, 1997;
Six et al., 2012; Fagerlund et al., 2008). Les trois composantes sont indispensables
pour l'activité biologique et le ratio qui permet d’atteindre une cytotoxicité maximale est
de 10:10:1 pour respectivement, NheA, NheB et NheC. L’entérotoxine non-
hémolytique est donc une entérotoxine cytotoxique et a l'inverse de ce que son nom
laisse penser, hémolytique mais moins que Hbl (Senesi and Ghelardi, 2010).

Contrairement aux deux autres entérotoxines, la cytotoxine K, aussi appelée
hémolysine 1V et codée par cytK, n’est pas un complexe protéique tripartite mais une
protéine simple. Il s’agit d’'une protéine cytotoxique, nécrotique et hémolytique de 34
kDa appartenant a la famille des « B-barrel pore-forming toxins ». Les toxines inclues
dans cette famille sont sécrétées sous forme soluble puis assemblées en un pore
transmembranaire. CytK a été isolée pour la premiére fois a partir de NVH391-98, la
souche type de I'espéce B. cytotoxicus, découverte lors de la TIA qui a causé la mort
de trois personnes en France (Samapundo et al., 2011b; Ramarao and Sanchis,
2013). Elle a été considérée comme I'agent responsable de ces décés mais depuis
lors, il a été montré que I'entérotoxine Nhe a également pu étre impliquée (Logan,
2012). Initialement désignée CytK, cette protéine a été renommée CytK-1 apres la
découverte de CytK-2, un variant ayant 89% d’identité mais dont le potentiel
cytotoxique pour les cellules Véro et CaCo2 est cing fois moindre. Le gene cytK-1,
variant original, est présent uniquement chez les souches du groupe phylogénétique
VII, soit chez B. cytotoxicus, et le gene cytK-2 y est quant a lui toujours absent. Ces
caractéristiques constituent ainsi une méthode d’identification des souches de B.
cytotoxicus (EFSA Panel on Biological Hazards, 2016).
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I OBJECTIFS

Les toxi-infections d’origine alimentaire posent des problémes importants de
santé publique au niveau mondial et sont majoritairement causées par des pathogénes
bactériens et viraux. Parmi les sept espéces recensées chez B. cereus s.l., B.
cytotoxicus est la derniére a avoir rejoint le groupe. Tout comme les autres membres
appartenant a B. cereus s.l., elle est capable de produire des endospores, difficiles a
éliminer une fois présentes dans I'industrie agro-alimentaire. Néanmoins, cette espéce
se différencie par la capacité de ses souches a croitre a des températures allant jusque
53°C, qualifites de thermotolérantes, et potentiellement productrices d’une
entérotoxine propre a I'espéce, la cytotoxine K-1. Cette derniere a été associée au
syndrome diarrhéique, pouvant s’avérer mortel comme ce fut apparemment le cas de
la souche de référence NVH391-98 a la fin des années 1990. De par sa découverte
récente, la prévalence de cette espéce dans I'environnement, sa diversité et les niches
ecologiques qu’elle occupe n'ont été que peu étudiées. C’est dans le but d’approfondir
les connaissances sur B. cytotoxicus que ce mémoire a été réalisé.

Un des deux obijectifs principaux est I'isolement et la caractérisation de souches
de B. cytotoxicus dans d’autres matrices alimentaires que celles ou elles ont déja été
identifiées par le passé. Pour ce faire, des étapes de caractérisation, phénotypique et
génotypique, seront effectuées aprés l'identification de souches thermotolérantes
appartenant au groupe B. cereus dans des aliments disponibles sur le marché belge.

Le deuxieme objectif majeur est de procéder a une évaluation de la charge en
B. cytotoxicus dans des aliments cuisinés et conservés a température ambiante
pendant plusieurs jours, condition de stockage inappropriée pouvant subvenir dans un
ménage. Il est notamment connu que le niveau de contamination initial de B.
cytotoxicus dans les produits a base de pommes de terre est généralement assez bas
(<200 CFU/g) (Contzen et al., 2014) mais I’évolution dans le produit aprés préparation
n’est pas documentée. Un suivi du développement de cette bactérie dans certaines
matrices alimentaires et de son niveau de contamination sera réalisé afin de situer le

risque potentiel de TIA.
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Il MATERIEL ET METHODES

1 Milieux de cultures et tampons

Tous les milieux de cultures et solutions préparés sont stérilisés dans un
autoclave, modele 2540 ML de la marque Tuttnauer, pendant 15min a une température
de 121°C. Aprés autoclavage, les milieux de cultures solides alors contenus dans des
flacons (Schott Duran) sont coulés dans des boites de Pétri stériles de 92mm de
diamétre et de 16mm de hauteur (Sarstedt) et laissés a refroidir et a sécher a
température ambiante pendant 24 heures avant d’étre placés au réfrigérateur a 4°C.

1.1 Milieu LB agar

Un des milieux utilisés pour la culture des bactéries est le milieu Lysogeny Broth
(LB) de Sigma-Aldrich. Il s’agit d’'une poudre comprenant du chlorure de sodium
permettant de conserver I'équilibre osmotique, de I'extrait de levure et du tryptone
comme sources d’éléments nutritifs et enfin de I'agar pour solidifier le milieu. Les
qguantités des différents composés par litre de milieu sont reprises dans le Tableau
.1.

Tableau lll.1 - Composition du milieu de culture LB.

Composants Concentration (g/l)
Tryptone (végétal) 10,0

Extrait de levure 5,0

Chlorure de sodium (NaCl) 5,0

Agar 15,0

pH @s°c) final = 7,0 £ 0,2

1.2 Milieu MYP

Le milieu « mannitol, egg yolk, polymyxin » (MYP) est une gélose sélective pour
B. cereus congue par Mossel (Mossel et al., 1967). Il est employé pour détecter et
dénombrer les cellules végétatives et les spores de B. cereus dans les produits
alimentaires et son utilisation est recommandée par la norme ISO 7932:2004. Son

26



Matériel et méthodes - Milieux de cultures et tampons

fonctionnement est basé sur I'absence de fermentation du mannitol par B. cereus et
sur la capacité de certaines souches a produire de la Iécithinase. Le Tableau III.2
donne sa composition. Le rouge de phénol, présent comme indicateur coloré, le
tryptone, I'extrait de viande, le D-mannitol et le chlorure de sodium sont contenus dans
un milieu de base déshydraté (Biokar). Afin de préparer du MYP, 225ml d’eau distillée
sont additionnés a 11,125g de milieu de base déshydraté dans un flacon (Schott
Duran) et 'ensemble est stérilisé. Ce flacon refroidit au bain marie jusqu’a ce qu’il
atteigne 47°C, moment ou sont ajoutés 25ml d’'une émulsion stérile de jaune d’ceufs
avec polymyxine B (Biokar). L’homogénéisation s’effectue en agitant le flacon et la
solution est ensuite coulée dans des boites de Pétri (Sarstedt). La gélose ainsi obtenue
est supposée étre sélective grace a I'ajout de polymyxine B qui inhibe la flore
secondaire et a laquelle B. cereus est résistante. L’identification des colonies
présumeées de B. cereus se réalise grace au halo opaque qui les entoure, formé suite
a la dégradation de la Iécithine du jaune d’ceuf en produits insolubles, ainsi que grace
a leur couleur rose, signe que lindicateur coloré n’a pas viré au jaune et que le
mannitol n’a donc pas été fermenté.

Tableau 1.2 - Composition du milieu MYP.

Composants Quantité/l
Tryptone 10,0 g
Extraits de viande 109
D-mannitol 10,049
Chlorure de sodium 10,049
Rouge de phénol 25,0 mg
Agar agar bactériologique 13,59
Emulsion de jaune d’ceufs 100,0 ml
Sulfate de polymyxine B 100 000 Ul

pH (25°c) final = 7,2 + 0,2

1.3 Gélose au sang frais de mouton

La gélose au sang frais de mouton (Bio-Rad) est un milieu Columbia (Tableau
[11.3) ou est ajouté 5% de sang frais de mouton. C’est un milieu de culture peu sélectif
mais permettant de mettre en évidence le pouvoir hémolytique des bactéries. Lorsque
la bactérie mise en culture sur ce milieu réalise I'hémolyse-f3, les globules rouges sont
complétement dégradés et les colonies sont entourées d'une zone transparente. S’il y
a hémolyse-q, la perte de potassium des globules rouges entraine une décoloration
caractérisée par une zone verdatre a brunatre autour de la colonie. L’hémolyse-y est
quant a elle caractérisée par 'absence d’hémolyse autour de la colonie.
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Tableau 111.3 - Composition du milieu Columbia.

Composants

Concentration (g/l)

Mélange spécial de peptone
Chlorure de sodium

Amidon

Agar

pH (2s°c) final = 7,3 £ 0,2

23,0
5,0
1,0
10,0

1.4 Eau peptonée tamponnée

L’eau peptonée tamponnée (EPT) est un milieu liquide jaune clair, non-sélectif,
utilisé pour le pré-enrichissement des bactéries présentes dans les denrées
alimentaires. Sa composition (Bio-Rad) est indiquée dans le Tableau 1ll.4. Riche en
nutriments, il permet de revivifier des bactéries stressées et d’activer leur croissance.
Apres sa préparation, 'EPT est conservée au réfrigérateur a 4°C avant son utilisation.

Tableau Ill.4 - Composition de I'eau peptonée tamponnée.

Composants

Concentration (g/l)

Digestat enzymatique de caséine
Chlorure de sodium
Hydrogénophosphate disodique anhydre
Dihydrogénophosphate de potassium
pH (25°c) final = 7,0 £ 0,2

10,0
50
3,5
15

1.5 Solution de Ringer diluée au %

La solution de Ringer au ¥ est un liquide isotonique utilisé pour effectuer les
dilutions décimales d’échantillons ainsi que pour suspendre la culture de spores de B.
cereus s.l. Sa composition est décrite dans le Tableau I11.5. Ce liquide est obtenu apres
dissolution d’'un comprimé de Ringer (Oxoid) dans 500ml d’eau distillée.

Tableau 1.5 - Composition du liquide de Ringer au %a.

Composants

Concentration (g/l)

Chlorure de potassium

Chlorure de sodium

Chlorure de calcium hexahydraté
Hydrogénocarbonate de potasssium
pH final = 7,0

0,105
2,25
0,12
0,05
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1.6 « Phage assay medium »

Le « phage assay (PA) medium » est un milieu liquide produit a partir de bouillon
nutritif déshydraté (Merck) (Tableau 111.6) supplémenté avec 5g/l de chlorure de
sodium (VWR), 0,29/l de sulfate de magnésium heptahydraté (Merck), de 0,05¢g/l de
sulfate de manganése (Il) monohydraté (Fluka Chemika) et de 0,15g/l de chlorure de
calcium dihydraté (Sigma) (Abdelmassih et al., 2011). Il est utilisé comme milieu de
sporulation pour B. cereus.

Tableau I11.6 - Composition du bouillon nutritif.

Composants Concentration (g/l)
Extraits de viande 3,0
Peptone (animal) 5,0

pH (25°c) final = 7,0 £ 0,2

1.7 Tampon TAE 50x

Le tampon TAE, abréviation pour trishydroxyméthylaminométhane (Tris),
acétate et éthylene diamine tétra-acétique (EDTA) est préparé a partir d’eau milliQ et
est composé de 242g/l de Tris, 57,1ml/l d’acide acétique (VWR) et 100ml/I| d’'EDTA
500 mM. Il est utilisé pour les gels d’électrophorése.

2 Echantillons

Afin d’obtenir un meilleur apercu des matrices alimentaires contenant des
souches de B. cytotoxicus, un total de 39 produits différents ont été analysés et sont
repris dans le Tableau IIl.7. Parmi eux, il y a deux catégories principales. La premiere
comprend les aliments allant du numéro 1 a 19, qui sont ceux contenant de la pomme
de terre sous forme soit brute, soit d’amidon, soit de flocons. La deuxieme, reprenant
les numéros 19 a 39, est constituée par des aliments en poudre ou ayant subi une
étape de traitement thermique durant leur production, telle qu’'une déshydratation ou
un séchage par exemple, mais sans trace de pomme de terre dans leur composition.
Pour chaque produit, au minimum un échantillon est prélevé pour analyse et lorsqu'il
y a plusieurs échantillons provenant d’'un méme produit, il s’agit alors d’échantillons
issus d’aliments identiques mais qui ont des numeéros de lots différents.
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Tableau 111.7 - Matrices alimentaires analysées pour évaluer 'occurrence de B. cytotoxicus.

Aliment // marque

Lieu d’achat // origine

1 Purée de pommes de terre // Delhaize Delhaize, Louvain-la-Neuve

2 Purée nature // 365 - Delhaize Delhaize, Louvain-la-Neuve

3 Rondelles de pommes de terre // Delhaize Delhaize, Incourt // Belgique

4  Purée maison a base de pommes de terre fraiches Match, Grez-Doiceau // Belgique

5 Gnocchis // Bertagni Delhaize, Incourt // Italie

6 Fécule de pommes de terre // Soubry Delhaize, Louvain-la-Neuve

7  Chips au sel // Everyday Colruyt, Grez-Doiceau // Belgique

8 TUC crisp finely salted // LU Colruyt, Grez-Doiceau

9 Oven baked crispy thins gott emmental // Lays Delhaize, Incourt

10 Mexican fajita spice mix // Poco Loco Colruyt, Grez-Doiceau

11 Mix pour Bahmi Special // Conimex Delhaize, Louvain-la-Neuve // Pays-Bas

12 Soupe instantanée aux tomates // Royco Spar, Louvain-la-Neuve // Belgique

13 Soupe instantanée Saint-Germain crunchy // Royco Colruyt, Grez-Doiceau ; Spar et Louis Delhaize, Louvain-la-
Neuve // Belgique

14 Soupe instantanée aux légumes // Natur Compagnie Bi’'Ok, Gastuche // Allemagne

15 Soupe instantanée aux champignons // Natur Compagnie Bi’'Ok, Gastuche // Allemagne

16 Soupe instantanée St-Germain pois avec crodtons // Menuto Aldi, Louvain-la-Neuve

17 Nouilles instantanées // Mr.Noodles Action Perwez // Bangladesh

18 Cube de bouillon de légumes // Knorr Delhaize, Incourt

19 Sauce chasseur // Knorr Colruyt, Grez-Doiceau

Suite a la page suivante
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Aliment // marque

Lieu d’achat // origine

20

Curcuma // Flavori

Delhaize, Louvain-la-Neuve

21

Curcuma bio // Cook

Farm, Louvain-la-Neuve // Madagascar

22

Epices de curcuma // Delhaize

Delhaize, Louvain-la-Neuve

23

Curcuma longa // Ethiquable

Oxfam, Louvain-la-Neuve // Inde

24 Gingembre séché /Il Mali
25 Coffee-mate // Nestlé Delhaize, Incourt
26 Lait écrémé instantané // Régilait Delhaize, Incourt

27 Pudding godt vanille // Dr. Oetker Delhaize, Incourt
28 Sucre cristallisé fin // Everyday Colruyt, Grez-Doiceau // Belgique
29 Champignons de Paris coupés en conserve // Everyday Colruyt, Grez-Doiceau

30

Cépes séchés // Le montagnard

Colruyt, Grez-Doiceau

31

Soupe instantanée a la tomate avec Xtra Pasta // Royco

Colruyt, Grez-Doiceau

32 Soupe de légumes instantanée aux pates // Natur Compagnie Bi’'Ok, Gastuche // Allemagne
33 Potage déshydraté Chorba // Maggi Delhaize, Louvain-la-Neuve // Maroc
34 Potage déshydraté Harira // Maggi Delhaize, Louvain-la-Neuve // Maroc

35

Bouillon de légumes instantané // Morga

Bi’'Ok, Gastuche // Suisse

36

Aloe verra déshydraté // Mes Zépices

Mes Zépices, site Internet // Thailande

37 Galettes de riz // Everyday Colruyt, Grez-Doiceau // Belgique
38 Crackers hot // Becky’s Action, Perwez // Thailande
39 Mangues séchées // Jama fruits Action, Perwez // Burkina Faso
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3 Détection de souches de B. cytotoxicus

La détection des souches de B. cytotoxicus dans les échantillons alimentaires
se réalise en suivant un déroulement en 5 étapes (Fig. I11.1).

( )

1. Pré-enrichissement

L 4

2. Ensemencement sur LB agar

L 2

3. Isolement des colonies typiques

L 2

4. |dentification - criteres
phénotypiques

L 4

5. Identification - critéeres
géneétiques

| J

Figure IIl.1 - Organigramme reprenant les 5 étapes pour détecter les souches de B.
cytotoxicus dans un échantillon.

3.1 Pré-enrichissement

L’aliment a analyser est mélangé a I'aide d’'une cuillére stérilisée et 10g sont
transférés dans un sac stomacher stérile muni d'un filtre latéral (VWR).
L’échantillonnage s’effectue en prélevant au minimum a 5 endroits différents dans
'emballage afin d’obtenir un échantillon représentatif. Afin obtenir un inoculum liquide,
90g d’EPT sont ajoutés au 10g d’aliment. Le sac stomacher, renfermant ainsi la
premiére dilution de I'aliment, est placé deux fois pendant 30 sec dans un Star Blender
LB400 Stomacher (VWR) afin de mélanger et d’homogénéiser son contenu. Pour
certains échantillons, une pipette sérologique stérile (Sarstedt) est introduite dans le
sac stomacher du c6té du filtre et 10ml de la suspension y sont aspirés pour étre
ensuite transférés dans un tube a essai stérile. Ce dernier est ensuite placé dans un
bain marie a 80°C pendant 10min. Ce traitement thermique a pour but de réduire la
flore végétative accompagnatrice et de stimuler la germination des spores
bactériennes. Pour finir, le sac stomacher, ainsi que le tube traité thermiquement
lorsqu’il est présent, sont incubés dans une étuve bactériologique (Binder) pendant
24h a 50°C, température qui fait de ce pré-enrichissement une étape sélective pour
les souches de B. cytotoxicus (Contzen et al., 2014).
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3.2 Ensemencement

Aprés les 24h de pré-enrichissement, le sac stomacher est placé dans un Star
Blender LB400 Stomacher (VWR) pendant 30 sec et le tube traité thermiquement est
vortexé (Velp Scientifica) durant environ 10 sec. Comme décrit sur la Fig. 1ll.2, des
dilutions décimales sont faites dans du Ringer ¥ a partir des suspensions meres et
sont étalées sur LB agar grace a des étaleurs stériles (Sarstedt). L’étalement est
réalisé en double, une série de boites de Pétri est incubée a 37°C tandis que l'autre
série est incubée a 50°C.

Tml

» 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml
Tube traité Solution 1( l( Y 1( 1
thermiquement > o — _— — =7

mere
/

/
/ [
/

{‘ ou
\ 10 2 102 ) 102 ) 104 o 105 o 10€ R [ox

A |100p| I100p| I100p| Imom |100p| l100u| 1100ul

102 103 10+ 10 108 107 108

_ Incubation
/ pendant 24h

101
Figure II1.2 - Dilutions et ensemencement sur le milieu LB.

3.3 Isolement

Une fois sorties des incubateurs, les boites de Pétri sont observées pour
détecter une ou des colonie(s) aux caractéristiques typiques de B. cereus, c’est-a-dire
des colonies plates, d’aspects beige et mat. Si de telles colonies sont présentes, une
a cing d’entre elles sont sélectionnées par température et par traitement. Chaque
colonie est striée selon la méthode quatre quarts sur deux boites de Pétri contenant
de la gélose LB, I'une étant incubée a 37°C et l'autre a 50°C, et ce pendant une nuit.
Si leur phénotype est encore caractéristique de B. cereus apres une nuit, les colonies
incubées a 37°C sont ensuite restriées sur du LB agar et incubées a 50°C.

3.4 Identification sur base de critéres phénotypiques

Les souches thermotolérantes isolées vont également étre striées sur le milieu
MYP incubé a 37°C et a 50°C, afin de vérifier qu’elles ne fermentent pas le mannitol
et pour voir si elles possedent une activité lécithinase. Ces B. cytotoxicus présomptifs
sont également repiqués sur la gélose au sang frais de mouton et incubés une nuit a
37°C pour évaluer leur activité hémolytique. Si ces deux autres moyens d’identification
confortent I'hypothése qu’il s’agit de souches de B. cytotoxicus présomptifs, ces
derniéres sont conservées dans des microtubes a vis de 1,5ml (Sarstedt) contenant
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un mélange de 30% de glycérol (Merck), présent en tant que cryoprotecteur, et 70%
de LB liquide (Sigma-Aldrich) dans un congélateur (Sanyo) a -80°C.

3.5 ldentification sur base de critéres génétiques

3.5.1 Détection de génes par le biais de PCR

La détection de genes constitue un moyen de caractérisation supplémentaire
des souches suspectes isolées a partir des échantillons. En effet, elle permet de
détecter le géne cytK-1, qui est caractéristique des souches de B. cytotoxicus. Lorsqu'’il
s’avére qu’une souche posséde le gene de la cytotoxine K-1, la présence des
déterminants génétiques du céréulide et celle du gene de la cytotoxine K-2 sont aussi
vérifiées. A ce jour, ces et cytK-2 ne sont pas connus pour se trouver chez B.
cytotoxicus et on s’attend ainsi a ne pas les détecter chez les souches cytK-1 positives.

Principe de la détection

La PCR est une méthode d’amplification in vitro d’'un fragment d’ADN ciblé. Ce
fragment est multiplié de facon spécifique grace a des amorces complémentaires a la
séquence a répliquer. La réaction est effectuée par des répétitions cycliques de trois
étapes : la dénaturation de la double hélice d’ADN en deux simples brins sous I'effet
de la chaleur ; I'hybridation des amorces aux extrémités de la séquence cible, suite a
une baisse de la température ; et enfin, la synthése d’une copie du fragment d’intérét
grace a une polymérase thermorésistante. Une fois la PCR terminée, on obtient une
quantité d’ADN suffisante que pour étre placée dans un gel d’électrophorése,
permettant de visualiser le résultat.

Réalisation des PCR

Pour effectuer une PCR, il est nécessaire de préparer, pour chaque souche, un
microtube contenant un mélange réactionnel dans lequel se trouve une certaine
quantité d’ADN de la souche (Tableau II.8). Pour obtenir cet ADN bactérien, une
colonie fraiche venant d’'une culture sur gélose LB datant de la veille est suspendue
dans 50ul d’eau miliQ stérile. Les différentes amorces utilisées, ainsi que les souches
de référence servant de contréles positifs, sont indiquées dans le Tableau III1.9.

Tableau I11.8 - Composition de 25 ul de mélange réactionnel pour détecter ces, cytK-1 et cytK-2.

Composants Volume (ul)
H20 miliQ stérile 9

Go Taq buffer 5x 5

dNTPs 2 mM 2,5

MgClz 25 mM 15

Go Taq polymérase 0,125
Amorce F 10uM 2,5

Amorce R 10uM 2,5

ADN 2
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Tableau 111.9 - Amorces et souches de références utilisées pour les PCR (Guinebretiére et al., 2006; Ehling-Schulz et al., 2005; Ehling-Schulz et al., 2004b).

Gene Amorces Séquences (5’ 2 37) Taille du Souches de référence
fragment
CK1F CAATTCCAGGGGCAAGTGTC NVH391-98
cyt-K1 426 pb .
CK1R CCTCGTGCATCTGTTTCATGAG (B. cytotoxicus)
CK2F CAATCCCTGGCGCTAGTGCA ATCC 14579
cyt-K2 585 pb
CK2R GTGIAGCCTGGACGAAGTTGG (B. cereus)
CesF1 GGTGACACATTATCATATAAGGTG 279 o Kinrooi 5975¢
ces 127
CesR2 GTAAGCGAACCTGTCTGTAACAACA g (B. cereus)
EM1F GACAAGAGAAATTTCTACGAGCAAGTACAAT 635 o Kinrooi 5975¢
ces p
EM1R GCAGCCTTCCAATTACTCCTTCTGCCACAGT (B. cereus)
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Lorsque tous les microtubes sont préts, y compris celui du contrdle positif et
celui du contréle négatif, ils sont placés dans un thermocycleur (Bio-Rad), soit dans le
modele T100 thermal cycler, soit dans le modéle C1000 thermal cycler. Le
thermocycleur est alors programmé pour exécuter les divers cycles temps-
températures nécessaires a la réalisation de la PCR. En fonction des amorces
employées pour la PCR, les programmes varient Iégérement, chacun étant repris dans
le Tableau I111.10.

Tableau I11.10 - Programmes PCR pour la détection de cytK-1, cytK-2 et ces.

Couple(s) . Température . Nombre de
Etape Durée
d’amorces (°C) cycle
Dénaturation initiale  94°C 5
94°C 30”
CK1F -  Amplification 61°C 30” 30x
CK1R 72°C 1
Elongation finale 72°C 5
Conservation 10°C o0
Dénaturation initiale  94°C 5
94°C 30”
CK2F -  Amplification 57°C 30” 30x
CK2R 72°C 1
Elongation finale 72°C 5
Conservation 10°C o0
Dénaturation initiale  94°C 5
CesF1 - 94°C 7
Ce;RZ Amplification 60°C 1 30x
EM1F - s - _ 72°C !
EM1R Elongatlon_ finale 72°C 5
Conservation 10°C 0

Electrophorése sur gel

Les produits PCR sont analysés a I'aide d’'une électrophorése sur gel qui permet
de mettre en évidence 'amplification de la séquence ciblée. Cette technique permet
de séparer les fragments d’ADN en fonction de leurs poids moléculaires, et ce via
'application d’'un champ électrique. Le gel est préparé en diluant 0,8% d’agarose
(ChemCruz) dans le tampon TAE 0,5x. La solution est ensuite portée a ébullition pour
assurer la dissolution de I'agarose. Aprés un refroidissement jusqu’a environ 50°C, 5ul
de bromure d’éthidium (BET) (solution stock de 10mg/ml) sont ajoutés pour 100ml de
solution. Le BET est un agent qui complexe 'ADN et permet a ce dernier d’émettre
dans le rose lorsque soumis a une lumiere UV. Apres agitation, la solution est versée
dans un moule ou un peigne est ajouté pour former les puits de charge. Le gel solidifié
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est alors placé dans une cuve d’électrophorése Mupid©One (Advance) contenant du
TAE-BET. Le premier puits sert d’échelle de mesure de poids moléculaire et est rempli
par 2l de smartladder (Eurogentec). Des mélanges de 5ul de produit PCR et 1ul de
tampon de charge sont placés dans les puits suivants. Le tampon de charge utilisé est
une solution 6x concentrée de bleu de bromophénol et de saccharose, dans les
proportions suivantes : 0,25% (w/v) de bleu de bromophénol et 40% (w/v) de
saccharose. Apres une migration de 30min a 100V, les ADN sont révélés sous UV
(Gel Doc XR, Bio-Rad). Les photos des gels sont traitées avec le logiciel Quantity One.

3.5.2 Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD)

Les souches identifiées comme B. cytotoxicus avec les résultats PCR sont
soumises a une étape supplémentaire de caractérisation, la RAPD. Elle est employée
pour évaluer la diversité génétique des souches et vérifier si certaines d’entre elles
sont clonales. La RAPD est, du point de vue de la réalisation, tres similaire a la PCR,
mais constitue une variante de cette derniére car une seule amorce, non spécifique et
d’environ dix nucléotides, est utilisée. L’amplification s’effectue ainsi de maniere
aléatoire sur le génome. OPA2, OPA3, OPA9, OPA10 et PM13 sont les cing amorces
qui ont été utilisées. Leurs séquences respectives se trouvent dans le Tableau I11.11.
La composition du mélange réactionnel, préparé dans un tube (Sarstedt) a I'aide de
pointes de pipettes a filtre (Sarstedt) labelisés Biosphere®plus, est reprise dans le
Tableau 111.12 et le programme du thermocycleur dans le Tableau 111.13.
L’électrophorése est réalisée sur un gel d’'agarose a 1,2% pour les amorces OPA, et a
2% pour 'amorce PM13. Pour la RAPD, un mélange de 10 pl de produit PCR et 2 pl
de tampon de charge est placé dans les puits et le temps de migration est de 45min a
100V.

Tableau I11.11 — Amorces utilisées dans le cadre des RAPD (Hu et al., 2004 ; Henderson et al., 1994).

Amorce Séquence (5’ 2 3’)
OPA2 TGCCGAGCTG

OPA3 AGTCAGCCAC

OPA9 GGGTAACGCC

OPA10 GTGATCGCAG

PM13 GAGGGTGGCGGCTCT

Tableau 111.12 - Composition de 20 pl de mélange réactionnel pour RAPD.

Composants Volume ()
H20 miliQ stérile
Go Taq buffer 5x
dNTPs 2 mM
MgCl2 25 mM

Go Taq polymérase
Amorce 10uM

ADN

R OOoORNA~N
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Tableau I11.13 - Programme PCR pour la RAPD.

Etape Température Durée Nombre de
Amorce(s) (°C) cycle
Dénaturation initiale  95°C 5
OPA2, 95°C 5”
OPA3, Amplification 32°C 1 45x
OPA9 et 72°C 2
OPA10  Elongation finale 72°C 7
Conservation 10°C 00
Dénaturation initiale  95°C 3
95°C 1
Amplification 40°C 1 35x
PM13 7990 g
Elongation finale 72°C 16’
Conservation 10°C o0

4 Suivi du développement de B. cytotoxicus dans des aliments
cuisinés

Les flocons et poudres de pommes de terre destinés a préparer de la purée
sont un type de produits connu pour étre souvent contaminé par B. cytotoxicus
(Contzen et al., 2014). Dans un premier temps, le niveau de contamination des flocons
de pommes de terre (n°1 dans le Tableau 11l.7) est évalué avant préparation, soit
directement dans le produit brut. Ensuite, afin d’évaluer le développement de B.
cytotoxicus dans cette matrice alimentaire, le niveau de contamination est également
évalué aprés préparation de la purée, et ce sur une période de deux jours. Finalement,
en plus de confectionner et de conserver la purée dans des conditions qualifiées de
domestiques, elle est également préparée avec des flocons stérilisés et inoculés avec

des spores de B. cytotoxicus dans le but de suivre le développement de ce bacille
sans la présence d’une quelconque flore accompagnatrice.

Cette expérimentation n’est pas effectuée uniquement pour les flocons de
pommes de terre, elle I'est aussi pour la soupe instantanée Saint-Germain de Royco
(n°13 dans le Tableau l111.7). En effet, comme cela sera mentionné ultérieurement dans
les résultats, il s’agit d’'un produit ou des B. cytotoxicus ont été détectés suite a
'exécution des étapes reprises dans la section 111.3, et c’est un produit nécessitant
également une préparation avant d’étre consommé et pour lequel un suivi peut étre
réalisé.
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4.1 Evaluation de la charge initiale en B. cytotoxicus dans les produits

La détection des souches dans les échantillons comme décrit dans le point I11.3
a eu lieu suite a un pré-enrichissement et constitue ainsi une approche qualitative qui
ne permet pas de déterminer la charge en B. cytotoxicus initialement présente dans le
produit. Afin de déterminer ce niveau initial, une approche quantitative a été effectuée
pour les flocons de pommes de terre et pour la soupe instantanée en poudre.

Une série de dilutions allant de 101 a 10 est réalisée a partir de I'aliment qui
se présente sous forme de poudre ou de flocons et ces dilutions seront étalées sur de
la gélose MYP (Fig 111.3) grace a des étaleurs stériles (Sarstedt). La premiére dilution
est homogénéisée deux fois pendant 30 sec a l'aide d’'un Star Blender LB400
Stomacher (VWR) et les tubes a essai le sont a I'aide d’un vortex (Velp Scientifica).

(‘Iml 1(1m| )(1ml1(1ml1f

10g d’aliment et

90g EPT = |l om || oml | | oml \ om|
‘ Ringer ‘ Ringer ‘ Ringer | Ringer
101 LJ 102 o 103 | 104 105

Tml |100p| I‘IOOUI |100pI I‘IOOUI I’IOOpI

@ 10-2 10.3 10-4 105 106 |nCUbat|0n
d’'une nuit

107

Figure 111.3 - Dilutions et ensemencement sur milieu MYP.

Aprés lincubation dans une étuve bactériologique (Binder), la charge en B.
cytotoxicus est déterminée en comptant le nombre de colonie(s) aux caractéristiques
typiques de B. cereus, c’est-a-dire des colonies plates, d’aspects beige et mat.

4.2 Suivi d’aliments préparés en imitant des conditions domestiques

Les suivis sont réalisés pour la purée de pommes de terre ainsi que pour la
soupe instantanée Saint-Germain et s’effectuent en suivant les étapes décrites ci-
apres :

1. Préparation de I'aliment en suivant les indications données par le fabricant sur
'emballage du produit (Annexe A) en utilisant de I'eau venant du robinet et
chauffée jusqu’a ébullition. L’'nomogénéisation du produit et de I'eau, a l'aide
d’'une cuillere préalablement stérilisée, est réalisée jusqu’a obtention de
I'hydratation de la totalité de la poudre ou des flocons. Ce moment ou la
préparation de I'aliment est finie entraine directement I'étape 2 et est appelé HO.
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2. Ensemencement des dilutions réalisées a partir de I'aliment préparé en vue d’y
déterminer la charge en B. cytotoxicus. Cette étape consiste a prendre 10g
d’aliment préalablement mélangé avec une cuillere stérile et de les placer dans
un sac stomacher avec filtre latéral (VWR) ou 90g d’EPT sont ajoutés. Le tout
est homogénéisé deux fois 30 sec dans un Star Blender LB400 Stomacher
(VWR). 10ml sont préleveés et introduits dans un tube a essai stérile, qui est
ensuite traité thermiquement & 80°C pendant 10 min. A partir des deux solutions
meres que sont le sac stomacher et le tube a essai, des séries de dilutions sont
réalisées et étalées sur des boites de Pétri contenant de gélose MYP, boites
ensuite incubées a 50°C pendant une nuit (Fig. 111.4).

10g d’aliment

et 90g dEPT ( ml 1( ml Y 1ml 1

Tube traité
thermiquement

\j ou

|

oml | oml
Ringer | Ringer

N, 10-1 \J 102 \J 103 !kJ 104
Tl I‘IOOpl l100p| l‘lOOpI |100pl

- 2 X X 1 X
@ 10-2 103 104 105 |nCUbat|0n
> d’une nuit

101 _/

Figure II.4 - Dilutions et ensemencement sur le milieu MYP.

3. Incubation de la purée préparée ou de la soupe préparée dans une étuve
bactériologique (Ovan) a 20°C, température fixée comme température
ambiante, afin de reproduire les conditions d’un oubli de mise au réfrigérateur.

4. Détermination du nombre de B. cytotoxicus sur les boites de Pétri apres leur
nuit passée a l'incubateur. Elle est réalisée grace au comptage des CFU ayant
une couleur rose caractéristique et éventuellement entourée d’un halo blanc sur
MYP.

5. Les étapes 2 a 4 sont également reproduites a 6, 24 et 48h aprés la préparation
de I'aliment (moments respectivement notés H6, H24 et H48).

Cette expérimentation en 5 étapes est répétée plusieurs fois dans les mémes
conditions, trois fois pour la soupe et quatre fois pour la purée.
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4.3 Suivi d’aliments stérilisés et inoculés avec des spores

Afin d’évaluer le développement de B. cytotoxicus dans l'aliment préparé
lorsque ce bacille constitue la seule contamination initialement présente dans la soupe
en poudre et dans les flocons de pommes de terre, ces dernieres matrices sont
stérilisées et ensuite inoculées avec une certaine concentration de spores avant d’étre
préparées. La mise en ceuvre de ce suivi est possible suite a la réalisation de deux
étapes principales, la production de suspensions de spores et la préparation des
matrices alimentaires stérilisées et inoculées avec ces spores.

4.3.1 Préparations et énumérations de la charge des suspensions de spores

Des spores ont été produites pour quatre souches différentes, la souche de
référence de B. cereus, ATCC 14579, la souche de référence de B. cytotoxicus,
NVH391-98, une souche cytK-1 positive isolée dans les flocons de pommes de terre
Delhaize (ligne n°1 dans le Tableau I11.7), et une souche cytK-1 positive détectée dans
la soupe instantanée Saint-Germain de Royco (ligne n°13 dans le Tableau Il1.7).

Pour chaque souche, la préparation et I'énumération de la charge des
suspensions s’effectuent en suivant les étapes décrites ci-dessous :

1. Suspension d’'une colonie fraiche venant d’'une culture sur gélose LB datant de
la veille dans un Erlenmeyer (Pyrex) contenant 25ml de milieu PA stérile.

2. Fermeture des Erlenmeyers a l'aide de bouchon de cellulose recouvert d’'une
couche d’aluminium.

3. Incubation de la suspension dans un agitateur incubateur (GLF) a 37°C sous
une agitation de 120 tours par minute.

4. Transfert de la suspension de spores dans des tubes a vis (Sarstedt) de 50m|
aprés 7 jours d’incubation telle que décrit en 3.

5. Centrifugation du Falcon 15min a 4000 tours par min dans une centrifugeuse 2-
16KL (Sigma).

6. Lavage du culot avec 25ml de solution Ringer au %a.

Réalisation de deux répétitions supplémentaires des opérations 5 et 6.

8. Dilutions de la suspension de spores et ensemencement sur de la gélose LB
comme représenté sur la Fig. llIl.5. Le transfert d’'une solution vers le tube a
essai de la dilution suivante s’effectue grace a des pipettes sérologiques stériles
(Sarstedt) et I'étalement sur la gélose est réalisé a I'aide d’étaleurs stériles
(Sarstedt).

~
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Figure 111.5 — Dilutions et ensemencements de la suspension de spores.

9. Dilution de la suspension de spores et ensemencement sur de la gélose LB en
suivant le méme mode opératoire que celui présenté dans le point 8 a quelques
différences preés: le tube a essai contenant la dilution 10! est traité
thermiqguement a 80°C pendant 10min pour éliminer les cellules végétatives ;
ce dernier sert a préparer les dilutions suivantes ; I'étalement sur boite de Pétri
est ainsi uniguement réalisé pour les tubes a essai, la détection étant donc
possible a partir de 100 CFU/m.

10.Incubation des boites de Pétri ensemencées au point 8 et 9. S'il s’agit des boites
de Pétri résultant de 'ensemencement de la suspension de spores d’ATCC
14579, elles sont incubées dans une étuve bactériologiqgue (Memmert) pendant
une nuit a 30°C alors que celles résultant de 'ensemencement des suspensions
de spores des trois autres souches sont incubées dans une étuve
bactériologique (Binder) pendant une nuit a 37°C.

11. Stockage de la suspension de spores dans un réfrigérateur a 4°C.

12.Dénombrement du nombre total de CFU par ml en comptant les colonies
présentes sur les boites de Pétri ensemencées et incubées comme décrit dans
les points 8 et 10.

13.Dénombrement du nombre total de spores par ml en comptant les colonies
présentes sur les boites de Pétri ensemencées et incubées comme décrit dans
les points 9 et 10.

Afin de s’assurer de la stabilité des suspensions de spores formées, d’autres
enumeérations du nombre total de CFU par ml et du nombre de spores par ml ont lieu
apres 3 jours et 10 jours de réfrigération. Pour ce faire, les étapes 8 a 13 du protocole
ci-dessus sont reproduites, et ce pour les quatre suspensions de spores des quatre
souches.
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Outre la stabilité, trois jours apres réfrigération des suspensions, la
thermorésistance des spores est également testée. Pour ce faire, pour chaque
suspension, quatre tubes a essai contenant chacun 9ml de Ringer au % et 1ml de la
suspension, soit correspondants a la dilution 101, sont préparés. Les quatre tubes a
essai préparés a partir dune méme suspension subissent chacun un traitement
thermique différent, I'un est placé pendant 10min dans un bain marie a 85°C, un autre
a 90°C, le troisieme a 95°C et enfin le dernier a 100°C. Quatre séries de dilutions allant
chacune jusque 107 sont réalisées a partir des quatre tubes a essais et 100ul de
chaque dilution est étalée sur milieu LB agar. Les boites de Pétri sont incubées une
nuit & 37°C et les colonies dénombrées le lendemain.

4.3.2 Préparation des aliments stérilisés et inoculés avec des spores

Pour chaque aliment, les flocons de pommes de terre et la soupe en poudre, la
préparation et le suivi du développement de B. cytotoxicus dans la matrice alimentaire
s’effectuent en suivant les étapes décrites ci-dessous :

1. Stérilisation de deux Berlin contenant la méme masse de I'aliment, tous deux
recouverts d’aluminium. La stérilisation est effectuée a 121°C durant 15min
dans un autoclave 2540 ML (Tuttnauer).

2. Transfert de I'aliment contenu dans un des Berlin dans un sac stomacher.

3. Inoculation, des aliments contenus dans le sac stomacher et dans le tricorne,
avec la suspension de spores préparée a partir de la souche cytK-1 positive
isolée depuis ce méme aliment. La concentration inoculée est identique a celle
présente initialement dans le produit, concentration déterminée suite au
protocole du point 4.1 de ce chapitre Ill. Cette concentration est obtenue grace
a une dilution appropriée de la suspension de spores dans du Ringer au Ya.

4. Dénombrement de B. cytotoxicus dans l'aliment inoculé mais non préparé afin
de s’assurer de l'efficacité de I'inoculation. Une quantité d’'EPT 9 fois supérieure
a la masse contenue dans le sac stomacher y est ajoutée. Le sac stomacher
est placé deux fois 30 sec dans un Star Blender LB400 Stomacher (VWR). A
partir de cette solution mere contenue dans le sac stomacher, une série de
dilutions allant jusqu'a 10 est réalisée et ces dilutions sont étalées sur des
boites de Pétri contenant de gélose LB. Les boites sont ensuite incubées a 50°C
pendant une nuit, nuit apres laquelle les colonies de B. cytotoxicus développées
sur les boites sont comptées.

5. Exécution des étapes 1 a 5 du protocole de la section 4.2 de ce chapitre Ill &
partir du deuxiéme Berlin contenant I'aliment stérilisé et inoculé décriten 1 et 3
ci-dessus. Les étapes sont identiques, excepté deux changements : I'eau du
robinet utilisée est préalablement autoclavée ; le milieu sur lequel sont étalées
les dilutions est du LB agar et non du MYP.

6. Répétition des étapes 1 a5 mais ou l'inoculation décrite dans le point 3
s’effectue avec la solution de spores de NVH391-98, la souche de référence.
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4.3.3 Séquencage partiel d’ADN ribosomal 16S

Dans le cadre de certains dénombrements de suspensions de spores ou
d’aliments stérilisés et inoculés avec des spores, il est arrivé que plusieurs phénotypes
soient observés sur milieu LB. Afin de s’assurer qu’il s’agisse de B. cytotoxicus,
I'identification de ces souches est vérifiée par le séquencage partiel de ’ADN
ribosomal 16S. Ce séquencage fait suite a une PCR qui amplifie les fragments d’ADN
des souches. La composition des 50 pl de milieu réactionnel de la PCR et les
séquences des amorces utilisées sont respectivement reprises dans les Tableaux
[11.14 et I11.15.

Tableau 111.14 - Composition de 50 ul de mélange réactionnel pour RAPD.

Composants Volume (pl)
H20 miliQ stérile 21

Go Taq buffer 5x 10

dNTPs 2 mM 5

MgCl2 25 mM 3

Go Taq polymérase 0,25
Amorce F 10uM 5

Amorce R 10uM 5

ADN 1

Tableau 111.15 — Amorces utilisées pour I'amplification de fragments d’ADNr 16S (Chen et al., 2015)

Amorce Séquence (5’ 2 3’)
27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
1492R GGTTACCTTGTTACGACTT

Les échantillons sont placés dans un thermocycleur modéle T100 thermal cycler
(Bio-Rad) et subissent des cycles tels que détaillés dans le Tableau I11.16.

Tableau I11.16 - Cycle de température utilisé pour la PCR d’amplification de ’ADNr 16S.

. Température . Nombre de
Etape Duree
(°C) cycle
Dénaturation initiale  95°C 5
95°C r
Amplification 52°C 1’ 30x
72°C r
Elongation finale 72°C 10’
Conservation 10°C 0

Une fois la PCR terminée, 'ADN contenu dans le produit PCR est purifié grace
au GenElute PCR Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich). Le séquencage en double sens est
ensuite realisé par la société Macrogen Europe et aprées traitement, les séquences
sont alignées par le programme « BLAST » sur le site web NCBI.
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V. RESULTATS ET DISCUSSION

Les résultats et discussion sont présentés en deux parties. Tout d’abord,
l'isolement de souches de B. cytotoxicus dans des matrices alimentaires et ensuite, le
développement de ces souches dans l'aliment si celui-ci n’est pas consommé tel que
vendu, mais nécessite une étape de préparation.

1 Isolement et identification de souches de B. cytotoxicus

Quatre produits parmi les 39 analysés, soit environ 10%, contenaient des B.
cytotoxicus apres pré-enrichissement. L’identification des souches isolées a été
effectuée en premier lieu grace a certaines caractéristiques phénotypiques et
confirmée ensuite par une caractéristique génétique typique. En effet, grace a
'ensemencement fait a partir d’'une solution mére pré-enrichie a 50°C pendant 24h, a
I'isolation des colonies sur base de critéres phénotypiques, ainsi qu’a l'utilisation
d’'analyse PCR pour détecter le géne cytK-1, [lidentification des souches
thermotolérantes de B. cytotoxicus est réalisée avec spécificité.

1.1 Origine des souches de B. cytotoxicus isolées

B. cytotoxicus a été isolé a partir de deux types de flocons destinés a préparer
de la purée de pommes de terre. Les deux produits (n° 1 et 2 dans le Tableau II1.7)
sont vendus par Delhaize mais I'un est commercialisé sous la marque classique du
groupe alors que l'autre appartient a la gamme 365. De plus, la présence de B.
cytotoxicus a également été détectée dans des chips TUC crisp produits par LU, ainsi
gue dans de la soupe instantanée saveur Saint-Germain crunchy de la marque Royco
(respectivement n° 8 et 13 dans le Tableau 111.7). Les compositions de ces aliments
figurent dans le Tableau IV.1. Afin de vérifier si la présence de B. cytotoxicus dans les
produits était due a un événement isolé ou si elle était récurrente, ils ont été testés
deux fois chacun. C’est-a-dire qu'un deuxiéme emballage du méme produit mais
fabriqué a une date différente, numéro du lot et date de péremption faisant foi, a
également été analysé. Cette deuxieme analyse, qui a été positive dans tous les cas,
a confirmé que la premiere détection n’était apparemment pas un cas isolé et que des
souches de B. cytotoxicus pouvaient étre trouvées dans des produits identiques mais
produits a des moments différents dans I'année.
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Tableau IV.1 — Composition des produits a partir desquels B. cytotoxicus a été isolé.

Aliment // Marque Ingrédients
Purée nature Pommes de terre, émulsifiant : mono- et diglicérydes
/I 365 - Delhaize d'acides gras, stabilisant : diphosphate disodique, curcuma,

antioxydant : palmitate d'ascorbyle - acide citrique.

Purée de pommes de terre  Pommes de terre 92 %, lait en poudre écrémé 3,9 %, sel

/I Delhaize iodé, émulsifiant : mono- et diglicérydes d'acides gras,
stabilisant : diphosphate disodique, aromates, curcuma,
antioxydant : palmitate d'ascorbyle.

TUC crisp finely salted Flocons de pomme de terre 56% (contient des sulfites),

/I LU amidon de mais, huile de tournesol, farine de blé, lactose (de
lait), sucre, fibres d'avoine, huile de colza, poudres a lever
(phosphates de calcium, carbonate acide de sodium),
émulsifiant (lécithine de soja), arbme, sel de mer 0,84%,
protéines de lait, correcteur d'acidité (acide citrique). Peut
contenir de I'ceuf.

Soupe instantanée Saint- Ingrédients aprés préparation avec 200ml d’eau : Eau, petit

Germain crunchy // Royco pois 18%, pomme de terre, légumes (oignon, épinards,
poireau, céleri a couper), sirop de glucose, amidon de
pomme de terre, graisse de palme, crotons 0,6% (farine de
blé, graisse de palme, sel, levures, antioxydant : extrait de
romarin), arédmes (contient de lorge et du lait), sel,
exhausteurs de goit : E508, E621, E627 et E631, morceaux
de jambon 0,1% (viande de porc, graisse de palme, sel,
conservateur : E250, antioxydants : E310, E320 et E330),
curcuma, ardbme de fumée, lactose, protéines de lait,
émulsifiant : E471, stabilisant: E450. Peut contenir des
traces de soja.

A partir de ces quatre produits, 23 souches de B. cytotoxicus ont été isolées au
total (Tableau IV.2). Lors de l'analyse de certains des 39 produits, un tube a essai
contenant 10ml de la solution mére a subi un traitement thermique de 10min a 80°C,
ces 10ml ont ensuite été pré-enrichis et utilisés pour réaliser une série de dilutions
ensemencées sur milieu gélosé. Cette étape supplémentaire était effectuée dans
'optique d’obtenir une détection de B. cytotoxicus potentiellement plus aisée, en
stimulant la germination des spores tout en éliminant les cellules végétatives, et donc
une grande partie de la flore accompagnatrice. Néanmoins, en pratique, elle n’a pas
participé a une détection facilitée. En effet, les échantillons avec ou sans traitement
thermique d’'un méme produit ont montré des charges bactériennes totales similaires,
caractérisées par des tapis bactériens sur boite de Pétri allant généralement jusqu’a
la dilution 10°. De plus, les produits ol B. cytotoxicus a été découvert n’avaient pas
été soumis a cette étape. Par conséquent, il est possible d’effectuer I'isolement de B.
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cytotoxicus sans traitement thermique préalable au pré-enrichissement de
I'échantillon.

Tableau IV.2 — Liste des noms donnés aux souches de B. cytotoxicus isolées.

Origine des souches Noms
Purée nature F365D11 a F365D15
Purée de pommes de terre FD11 a FD15
TUC crisp finely salted 1¢ lot TCl1aTCi14
2¢me |ot TC21
Soupe instantanée Saint-Germain crunchy 1¢" |ot RSG11 a RSG14

2¢me |ot RSG21 a RSG24

La présence de B. cytotoxicus dans les deux types de flocons de pommes de
terre ne s’est pas révélée étre une surprise parce qu’au laboratoire MIAE, des analyses
réalisées par Marcel Koné et portant sur 20 types de flocons différents y rapportent
une prévalence de 100% de B. cytotoxicus. De plus, Contzen et al. (2014) avaient
également obtenu une prévalence élevée, supérieure a 80% dans ce genre de
produits. Pour les autres produits, sur 3 types de chips différents, seulement un
contenait des souches de B. cytotoxicus et sur 5 types de soupes instantanées
contenant de la pomme de terre, c’est également un seul type qui s’est avéré contenir
B. cytotoxicus. En effet, apres avoir détecté des souches dans la soupe Saint-Germain
de Royco, une soupe instantanée aux tomates appartenant a la méme gamme Royco,
une soupe Saint-Germain mais de marque Menuto, ainsi que des soupes instantanées
fabriquées a partir de produits issus de I'agriculture biologique, ont été analysées mais
aucun B. cytotoxicus n’a pu y étre trouve.

Lors de ce mémoire, les produits dans lesquels des B. cytotoxicus ont été
découverts appartiennent tous a la catégorie d’aliments contenant de la pomme de
terre. En effet, aucun B. cytotoxicus n’a été détecté dans l'autre catégorie, celle
reprenant les aliments sans pomme de terre mais, sous forme de poudre ou ayant subi
une étape de traitement thermique.

Néanmoins, malgré ces résultats négatifs, plusieurs éléments intéressants
peuvent étre soulignés. En se référant a Guinebretiere et al. (2013), on constate que
des souches de B. cytotoxicus ont été isolées a partir d’autres produits déshydratés
que ceux a base de pomme de terre, produits d’origine végétale, comme notamment
des épices et de la semoule. Connaissant ce dernier élément, une attention toute
particuliere a ainsi été portée au curcuma, dénominateur commun entre trois des
guatre aliments ou B. cytotoxicus a été détecté lors de ce mémoire. Cette épice est
effectivement présente dans les deux types de flocons ainsi que dans la soupe Saint-
Germain. Bien qu’un faisceau de preuves important lie B. cytotoxicus aux produits a
base de pomme de terre (Contzen et al., 2014), il n’a pas été démontré formellement
gue cette derniere était la source de contamination et le curcuma, autre caractéristique
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partagée par plusieurs produits contaminés, pourrait s’avérer étre en cause. Un
élément appuyant ce raisonnement est le fait que des B. cereus ont déja été détectés
dans le curcuma (Fogele et al., 2018). Pour tester cette hypothése, quatre curcumas
différents ont été analysés. Apreés avoir obtenu des résultats négatifs pour ceux des
marques Flavori et Delhaize, deux marques proposant des produits issus de
I'agriculture biologique ont été testés mais encore une fois, B. cytotoxicus n’y fut pas
trouvé. Par conséquent, aucun élément nouveau ne tend a impliquer le curcuma plutét
gue la pomme de terre mais il était nécessaire de creuser cette piste pour s’en assurer.

Ainsi, toutes les informations tirées de nos analyses d’échantillons indiquent
gue la présence de B. cytotoxicus dans les aliments testés positivement semble liée a
des produits déshydratés a base de pomme de terre ou fabriqués a partir de ceux-ci.
Si 'on suppose que le sol en contact avec les pommes de terre constitue la niche
écologique de B. cytotoxicus, on peut suggérer que cette espece thermotolérante est
présente dans les aliments déshydratés en raison de l'effet sélectif des traitements
thermiques réalisés lors de la fabrication de ces denrées (Kakade et al., 2011) ainsi
gue suite a I'absence de croissance bactérienne compétitive dans ces aliments grace
a leur faible activité en eau (Guinebretiere et al., 2008). En effet, les bactéries capables
de former des spores qui les rendent résistants a la chaleur et & la dessication peuvent
potentiellement survivre au processus de déshydratation, ce n’est pas le cas pour tous
les microorganismes mais cela s’avére étre valable pour B. cytotoxicus (Doan and
Davidson, 2000).

1.2 Phénotypes des colonies isolées mises en culture sur milieux LB et MYP

L’isolement des souches a été possible grace a une premiére étape qui consiste
a identifier, sur milieu LB agar, les souches ayant un phénotype caractéristique de B.
cytotoxicus, c’est-a-dire des colonies plates a bordure lisse ou irréguliére, de couleur
beige, mate et de taille petite a moyenne (Fig. I1V.1).

Figure IV.1 - Caractéristiques de la souche RSG22 isolée sur milieu LB a 37°C pendant 24h.
Colonies rondes a bordure irréguliére de 5mm a 17mm de diameétre.
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Lorsque les souches semblaient appartenir a 'espéce d’intérét quand mise en
culture sur LB, ces mémes souches ont été placées sur milieu MYP, milieu supposé
sélectif pour les B. cereus. Les 23 souches étaient de couleur rose sur MYP, couleur
attestant qu’elles ne fermentaient pas le mannitol. Par contre, au niveau de I'activité
lécithinase, des différences ont pu étre notées entre les souches. En effet, certaines,
comme celles isolées a partir du premier lot de soupe instantanée Saint-Germain de
Royco (RSG11 a RSG14), étaient entourées d’'un halo plus ou moins grand, indiquant
la capacité des souches a dégrader la lécithine présente dans le milieu (Fig. 1V.2).
Outre ces quatre-la, seules FD11 et FD12 étaient entourés de ce halo caractéristique.
Ainsi, seules 6 souches sur les 23 au total exprimaient I'activité Iécithinase.

—

RSG12 RSGll\\\ﬁ s ey

. RSG23 RSG2
Colonie entourée ‘ ‘

d’un halo opaque
Figure 1V.2 - Colonies de B. cytotoxicus mises en culture sur milieu MYP a 37°C.

Malgré ces observations, les souches lécithinase négative ont tout de méme
été considérées comme appartenant potentiellement a I'espéce B. cytotoxicus car
comme déja rapporté par le passé, ce critere ne semble pas fiable a 100% pour
I'identification des souches. En effet, d’aprées Fricker et al. (2008), la souche NVH391-
98 ne montre pas les caractéristiques d’une activité lécithinase sur MYP alors que
selon Guinebretiere et al. (2013), cette souche de référence exprime positivement ou
faiblement cette activité sur le méme milieu. Ainsi, il est nécessaire de se méfier de ce
critere lors de l'identification et de garder en téte le fait que certaines souches de B.
cytotoxicus sont atypiques lorsqu’il s’agit d’exhiber ou non I'activité lécithinase.

Une autre observation a propos des milieux, tant pour le LB que pour le MYP,
est le fait que la température a laquelle sont incubées les boites de Pétri influence la
morphologie des colonies. Pour les deux milieux, la plupart des colonies ont un
diametre |égérement supérieur lorsqu’incubées a 50°C plutoét qu'a 37°C. Il semble
donc que la croissance est plus rapide a une température plus élevée. De plus, la
morphologie des colonies sur le milieu MYP est radicalement différente entre les boites
incubées a 37°C et les boites incubées a 50°C, elles ont un aspect filamenteux a 50°C
qui n’est absolument pas visible a 37°C (Fig. IV.3).
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11 fC12 TCLl

TC13 TC14

Figure IV.3 - Influence de la température sur I'aspect des colonies incubées a 37°C (A) et a 50°C (B).

1.3 Activité hémolytique

Les souches isolées possédaient toutes une activité hémolytique. A I'exception
des souches du deuxiéme lot de soupe Saint-Germain dont ’lhémolyse était de type q,
toutes les autres souches présentaient une hémolyse 3 (Tableau 1V.3 et Fig. 1V.4).

Tableau IV.3 - Type d’hémolyse des souches isolées.

Hémolyse de type 3 Hémolyse de type a
F365D11 a F365D15 ; FD11 a FD15;
TC11aTC1l4; TC21 ; RSG11 a RSG14

RSG21 a RSG24

Figure 1IV.4 - Résultats du test d'hémolyse pour certaines souches, hémolyse 8 (A) et hémolyse a (B).
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1.4 Détection des genes de virulence

Afin de vérifier si les souches isolées étaient bien porteuses du géne cytkK-1,
caractéristique propre a I'espéce B. cytotoxicus, la détection de ce géne a été réalisée
par PCR. Les résultats obtenus aprés I'amplification de cytK-1, a I'aide du couple
d’amorces CK1F/CK1R, ont été positifs pour les 23 souches isolées a partir de nos
quatre produits et une partie de ces résultats est illustrée sur la Fig. IV.5. En effet, les
fragments amplifiés ont bien une taille similaire a la taille du fragment amplifié pour le
contrdle positif, qui est de 426 pb.

Figure IV.5 - Résultat d’électrophorése des produits PCR pour l'amplification du géne cytK-1.
Légende : SL : marqueur de poids moléculaire ; 1 : RSG11; 2: RSG12; 3: RSG13;4:RSG14 ;5
RSG21;6:RSG22;7:RSG23;8:RSG22;9:TC11;10:TC12;11:TC13;12:TC14;13:TC21;
+ : NVH 391-98 (contrble positif, souche de référence cytK-1, B. cytotoxicus) ; —: ATCC 14579 (contrdle
négatif, B. cereus) ; — — : mélange réactionnel sans ADN (contrble négatif).

Des étapes de détection du géne cytk-2 et des déterminants génétiques du
céréulide, ces, ont également été réalisées, avec les couples d’amorces CK2F/CK2R,
et EM1F/EMI1R et CesF1/CesR2. La recherche des genes de la cytotoxine K-2 et de
la synthétase peptidique non-ribosomale a été négative pour les 23 souches isolées
alors que les contrdles positifs réalisés pour ces gels d’électrophorése possédaient
bien une bande de la taille du fragment amplifié par les amorces. Les 23 souches
isolées ne possédent donc pas le géne de la cytotoxine K-2 et ne sont pas émétiques.
Ainsi, elles peuvent étre considérées comme des souches de B. cytotoxicus, et ce
avec une forte probabilité puisqu’elles possédent le géne cytK-1 et sont
thermotolérantes.

1.5 Comparaison des souches a l'aide des profils RAPD

Afin d’avoir un apercu de la diversité des souches et vérifier si certaines d’entre
elles étaient clonales, des RAPD ont été réalisées pour 7 des 23 souches. En effet,
les 10 souches isolées a partir des deux produits de flocons de pommes de terre n’ont
pas été soumises a cette partie de 'expérimentation et parmi les 13 autres souches, 7
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ont été sélectionnées. Les raisons sont les suivantes : lors des recherches menées au
laboratoire MIAE, des RAPD de souches provenant des deux mémes emballages de
flocons que ceux utilisés pour isoler nos 10 souches avaient déja été effectuées
(Marcel Koné comm. pers.) ; pour les isolats des TUC crisp et la soupe instantanée
Saint-Germain, les caractéristiques phénotypiques ainsi qu’une premiere approche de
RAPD ont laissé supposer que les souches issues d’'un méme lot étaient clonales,
ainsi pour chaque lot, seul une (pour le lot n°2 de TUC) ou deux souches (pour les lots
n°l et n°2 de soupe et le lot n°1 de TUC) ont été utilisées pour les RAPD.

Cette technique de criblage rapide pour différencier les souches en amplifiant
aléatoirement des fragments d’ADN a été réalisée plusieurs fois avec des amorces
différentes dans le but de confronter les résultats obtenus pour chaque amorce. Lors
de ce mémoire, cing amorces différentes, OPA2, OPA9, OPA10, OPA3 et PM13, ont
éte utilisées mais uniquement les trois premiéres permettaient une discrimination entre
les souches et seuls les résultats de celles-la sont présentés. En analysant un a un les
trois gels d’électrophorése reprenant les produits PCR, chacune des trois amorces les
plus discriminantes permet de classer les 7 souches isolées et les deux souches de
référence (NVH884-00 et NVH391-98) utilisées en tant que contrdles positifs, en trois
ou cinq profils génétiques différents selon 'amorce utilisée (Tableau 1V.4).

Tableau V.4 - Profils génétiques établis par RAPD pour chaque amorce.

OPA2
Profil 1 Profil 2 Profil 3 Profil 4 Profil 5
NVH391-98 NVH884-00 TC12, TC13 RSG13, RSG23,
RSG14, TC21 | RSG22
OPA9
Profil 1 Profil 2 Profil 3 Profil 4 Profil 5
NVH391-98, NVH884-00 TC12, TC13 RSG13, RSG23,
TC21 RSG14 RSG22
OPA10
NVH884-00, RSG13, TC12,TC13
NVH391-98, RSG14,
TC21 RSG23,
RSG22

Ces profils génétiques ont donc été établis sur base des bandes visibles sur les
Fig. IV.6, IV.7 et IV.8, mais une remarque peut étre formulée. En effet, pour certains
profils, il existe des bandes d’une intensité faible mais bien présentes en jouant sur le
contraste et la luminosité des photos. Ces bandes sont prises en compte lors de la
classification des souches, et par conséquent, certaines souches tres proches les unes
des autres ont été classées dans des profils différant par une unique bande.
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Pour OPA2 (Fig. IV.6), on constate que les profils 1, 2 et 4 sont proches. Mais
les profils 4 et 1 possédent une faible bande supplémentaire juste sous les 800 pb,
bande que le profil 2 ne posséde pas. La différence entre le profil 1 et le profil 4 est
guant a elle expliquée par la bande entre 400 et 600 pb présente dans le profil 1. Ainsi,
les deux souches de références, NVH391-98 et NVH884-00, respectivement profil 1
et 2, sont proches du profil 4 qui comprend 2 souches isolées a partir du premier lot
de soupe Saint-Germain et la souche isolée a partir du deuxiéme lot de TUC crisp.
Pour ce qui est des profils 3 et 5, ceux-ci sont bien différenciés des trois autres profils.

e —

RSG13 RSG14 RSG22 RSG23 TC12 TC13 TC21 NVH884 NV391- -
-00 98

e —

Figure IV.6 - Profils génétiques des souches isolées établis suite a la RAPD avec l'amorce OPAZ2.
Légende : SL : marqueur de poids moléculaire ; —: mélange réactionnel sans ADN (contréle négatif).

En ce qui concerne OPA9 (Fig. IV.7), la classification s’est révélée plus aisée
que pour 'amorce OPA2. En effet, a I'exception des profils 2 et 3 qui sont proches, les
autres profils génétiques sont bien distincts. Le profil 3 ne differe du profil 2 que par la
présence d’une bande supplémentaire se trouvant entre 400 et 600 pb.

-00 98

Figure IV.7 - Profils génétiques des souches isolées établis suite a la RAPD avec I'amorce OPA9.
Légende : SL : marqueur de poids moléculaire ; — : mélange réactionnel sans ADN (contrble négatif).
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En observant le gel d’électrophorése obtenu pour la RAPD réalisée avec
OPA10 (Fig. 1V.8), trois profils génétiques peuvent étre établis. Le profil 3, comprenant
les souches isolées a partir des deux lots de soupe instantanée Saint-Germain, est
clairement différent des deux autres profils. Ces deux autres profils sont par ailleurs
assez proches I'un de l'autre, la seule différence étant le bande présente a hauteur de
600 pb. Pour ce gel d’électrophorése, le blanc est composé d’'une bande légérement
en dessous de 1200 pb alors qu'il est supposé ne pas contenir d’ADN bactérien. Il a
ainsi été pris en considération lors de la lecture des résultats. Cela permet de rappeler
que la RAPD est une technique délicate a cause des amorces qui ne sont pas
spécifiques et capables d’amplifier des fragments dés que de 'ADN est présent. Ainsi,
malgré les précautions prises, telles que I'utilisation de tubes et de pointes de pipettes

A Vi 3 2l ]
pb -00 98

Figure 1V.8 - Profils génétiques des souches isolées établis suite a la RAPD avec I'amorce OPA10.
Légende : SL : marqueur de poids moléculaire ; — : mélange réactionnel sans ADN (contrble négatif).

Se basant sur ces informations, en confrontant les profils obtenus pour chaque
amorce tout en tenant compte des remarques faites suite a 'observation des Fig. V.7,
IV.8 et IV.9, un classement global des souches en cing profils génétiques peut étre
proposé (Tableau IV.5). Il en ressort que les souches isolées lors de ce mémoire
présentent le méme profil et semblent ainsi clonales uniquement lorsqu’issues d’'un
méme numeéro de lot d'un méme produit. Ce sont OPA2 et OPA9 qui permettent
d’effectuer cette observation alors qu’OPA10, en revanche, discrimine plutét les
différents produits. Cette distinction entre les isolats d'un méme aliment mais fabriqué
a des moments différents est cohérente avec les résultats obtenus pour certains
critéeres de caractérisation phénotypique. Par exemple, les souches de soupe
instantanée Saint-Germain ne possédaient pas la méme activité hémolytique sur
gélose au sang frais de mouton selon le numéro de lot depuis lequel elles avaient été
isolées. Un autre point & souligner dans cette distribution en profils est le fait que les
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souches isolées a partir de la soupe instantanée Saint-Germain paraissent plus
éloignées des souches de référence que les souches isolées a partir des TUC crisp.
En effet, parmi tous les isolats, seule la souche isolée depuis le deuxieme lot de TUC
crisp présente un profil similaire a celui de la souche de référence NVH391-98 et le
profil 3, reprenant les souches du premier lot de TUC crisp, partage également des
similarités avec le profil 2 qui est constitué de NVH884-00. Afin de confirmer ou
d’infirmer ce classement global des souches en profils, la réalisation de techniques
plus spécifiques telles que des PFGE ou MLST pourrait s’avérer utile.

Tableau IV.5 - Distribution des souches de B. cytotoxicus dans les différents profils RAPD globaux.

Profil 1 Profil 2 Profil 3 Profil 4 Profil 5
NVH391-98, RSG13, RSG23,
TC21 NVH884-00 TC12, TC13 RSG14 RSG22

Ainsi, les souches isolées présentent une diversité de profils génétiques et c’est
€galement ce qui avait été trouvé dans des travaux réalisés précédemment au
laboratoire MIAE sur I'étude de la diversité des souches de B. cytotoxicus issues
d’aliments. En effet, lors de son mémoire, Zoenabo Douamba avait isolé des souches
a partir de soupes marocaines et de flocons de pommes de terre et les avait classées
en quatre profils (Douamba Z., 2016). Marcel Koné a quant a lui étudié des B.
cytotoxicus provenant notamment de plus de 20 types de flocons de pommes de terre
avant de les classer en 7 profils. Par soucis de clarté des RAPD, ce sont NVH391-98
et NVH884-00, identifiées par Marcel comme appartenant a deux profils différents, qui
ont servi de points de comparaison avec nos souches de B. cytotoxicus. Une
comparaison de ces dernieres a la totalité des profils établis au laboratoire MIAE et
Voir si un autre rapprochement peut étre effectué constitue une étape additionnelle a
réaliser dans le futur.

2 Suivi du développement de B. cytotoxicus dans les aliments
cuisinés

Jusqu’a présent, les souches de B. cytotoxicus ont uniquement été isolées a
partir d’aliments d’origine végétale. Dans une étude de 2014 ciblée sur les denrées
contenant de la pomme de terre, la prévalence la plus élevée a été observée pour les
produits déshydratés tels que les flocons destinés a préparer de la purée. La
contamination de ce dernier type de produit est généralement de I'ordre de 200 CFU/g
au maximum (Contzen et al., 2014). C’est le méme ordre de grandeur que celui obtenu
lors de I'analyse quantitative, c’est-a-dire sans pré-enrichissement, réalisée sur les

flocons de pommes de terre de marque Delhaize (n°1 dans le Tableau 111.7) ou 250
CFU/g ont été detectés.
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Cette analyse quantitative a été réalisée en utilisant le milieu MYP, milieu sur
lequel quatre phénotypes différents de B. cytotoxicus ont été observés a partir du
méme échantillon (Fig. IV.9). Afin de vérifier qu’il s’agissait de cette espece, un criblage
du gene cytK-1 a été effectué et s’est révélé positif pour les quatre phénotypes. Ainsi,
cette observation indique une nouvelle fois qu’il est nécessaire d’étre attentif lors de
I'utilisation du milieu MYP et ne pas partir du principe qu’'une espéce y exprime un
phénotype unique. Pour ce qui est de la quantification de la contamination de la soupe
instantanée Saint-Germain, le niveau de contamination était plus bas que la limite de
détection de 10 CFU/g car aucun B. cytotoxicus n’a pu étre observé sur les boites de
Pétri ensemenceées avec les dilutions de soupe. Contzen al. (2014) avaient quant a
eux rapporté une contamination en B. cytotoxicus de 300 CFU/g pour une des soupes
instantanées testée dans leur expérimentation.

Figure 1V.9 - Quatre phénotypes de B. cytotoxicus, présents dans les flocons de pommes de terre,
observés sur le milieu MYP.

Cependant, méme si la charge initiale en B. cytotoxicus dans les denrées
contaminées a déja été investiguée, il n’existe aucune information concernant le
développement de ce bacille dans ces matrices alimentaires aprés préparation et
conservation. En effet, la préparation de I'aliment entraine la réhydratation du produit
qui peut engendrer la germination des spores de B. cytotoxicus (Logan, 2012). Cette
addition d’eau modifie également la nature de la matrice en augmentant son activité
en eau, ce qui favorise la croissance bactérienne (Rahman and Labuza, 2007). Le but
des recherches menées pour ce volet était donc de suivre I'évolution de la charge en
B. cytotoxicus dans la purée de pommes de terre préparée avec des flocons ainsi que
dans la soupe instantanée Saint-Germain préparée. Bien qu’il soit peu probable que
cette derniére soit conserveée apres préparation étant donné que 200ml de soupe sont
généralement consommeés en une fois, cela reste une éventualité et I'expérience a
donc également été réalisée.

2.1 Suivi des aliments préparés en imitant des conditions domestiques

Afin d’imiter des conditions de conservation inappropriées des aliments,
pouvant entrainer un danger pour le consommateur, la purée et la soupe ont été
préparées et conservees a 20°C pendant 48h. Cette durée de 48h a été définie apres
un premier test qui s’est déroulé sur 72h et durant lequel une légere odeur de rance
se dégageait des aliments a partir de 48h, odeur insoutenable a 72h. De plus, pour la
purée, un changement de couleur di a I'oxydation s’opérait en surface, également a
partir de 48h. Ainsi, il a été considéré que les qualités organoleptiques des aliments
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apres 48h étaient détériorées au point qu’aucun individu ne le consommerait au-dela
de cette limite. De ce fait, le suivi réalisé comprend quatre évaluations de la charge en
B. cytotoxicus, qui ont eu lieu directement aprés la préparation (HO), en H6, en H24 et
en H48.

Pour la purée, quatre suivis, effectués dans les mémes conditions, ont été
réalisés. Le milieu utilisé pour effectuer les évaluations de la charge en B. cytotoxicus
était le MYP et les colonies dénombrées possédaient, tout comme lors de I'analyse
guantitative, quatre phénotypes différents qui ont tous été pris en compte. De plus, le
milieu MYP qui est supposé étre sélectif pour B. cereus n’a pas empéché le
développement de la flore accompagnatrice, et ce des les évaluations de charge faites
en H6. Ce phénomene peut étre di a une résistance d’autres bactéries vis-a-vis de
cet antibiotique ou a une diminution de la stabilité de la polymyxine B lorsque présente
dans le MYP et lorsque soumise a une température de 50°C, qui est la température
d’incubation utilisée alors que celle recommandée par le marque commercialisant ce
milieu est de 30°C. En effet, la dégradation de la polymyxine B est plus rapide lorsque
soumise a une température plus élevée mais également lorsqu’elle se trouve dans un
milieu basique, ce qui est le cas du milieu MYP, ayant un pH de 7,2 £ 0,2 (Orwa et al.,
2002). Lors de certaines répétitions réalisées en H24 et H48, cette flore
accompagnatrice, facilement affaiblie avec la pasteurisation, était trop importante que
pour pouvoir dénombrer les colonies de B. cytotoxicus dans les échantillons n’ayant
pas subi de traitement thermique. Ainsi, les moyennes des résultats obtenus lors des
suivis (Fig. IV.10) comprennent quatre valeurs, excepté la moyenne des évaluations
des échantillons non traités thermiquement en H24 qui en comprend trois et celle des
échantillons non traités thermiquement en H48 qui n’en comprend que deux.
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Figure IV.10 - Evaluation de la charge en B. cytotoxicus dans la purée préparée a partir de flocons
de pommes de terre et conservée a 20°C. Les barres d’erreur représentent les déviations
standard entre les différentes répétitions.

Légende : SST: sans traitement thermique; TT- 10min a 80°C: traitement thermique,
pasteurisation de 10min a 80°C.
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Cette Fig. IV.10 illustre le développement de B. cytotoxicus dans la purée. Juste
apres la préparation et 6h apres celle-ci, la différence entre la purée avec ou sans
traitement thermique n’est pas significative. Ainsi, la charge en B. cytotoxicus,
comprise entre 10 et 100 CFU/g, est constituée principalement de spores. Cette
charge est inférieure a la contamination initiale des flocons de pommes de terre,
probablement a cause de l'ajout d’eau chaude qui peut endommager certaines
cellules. Ensuite, 24h apres la préparation, la purée traitée thermiqguement montre
encore un niveau de contamination de I'ordre de 10* CFU/g tandis que celle non traitée
contient 10* CFU/g. Ainsi 24h aprés préparation, la purée est contaminée
principalement par des cellules végétatives provenant de la germination et du
développement de spores présentes en H6 et dans une moindre mesure, elle contient
toujours également des spores non germées. Au bout de 48h, I'écart type est important
et s’explique par la plus grande variabilité observée entre les répétitions. La quantité
de spores augmente d’un facteur 10 par rapport a H24 et la quantité de cellules
végeétatives est similaire a celle présente en H24. Ainsi entre 24 et 48h, certaines
cellules continuent a se développer alors que d’autres sporulent. On constate qu’aprés
48h, la purée contient au total plus de 10° CFU/g en B. cytotoxicus, charge
éventuellement limitée par une flore accompagnatrice présente et sans doute en
compétition pour les nutriments.

Le syndrome diarrhéique est connu pour étre déclenché par une dose
infectieuse généralement comprise entre 10° et 10’ CFU/g. Cependant, des cas
apparus suite a l'ingestion d’aliments contenant 102 CFU/g ont également déja été
rapportés (Granum and Lindbéck, 2012; Glasset et al., 2016). Ainsi, méme de faibles
guantités de germes ne peuvent étre considérées comme sans danger lorsque
présentes dans I'aliment. Les résultats obtenus lors de ce mémoire montrent qu’aprés
24h de conservation a 20°C, la dose en B. cytotoxicus atteinte dans la purée s’éléve
a 102 CFU/g et celle-ci monte a plus de 10° CFU/g aprés 48h, doses présentant un
risque potentiel pour la santé du consommateur. En effet, malgré la présence d’'une
telle contamination, aucune information ne nous permet de savoir si les souches
produisent ou non la ou les toxine(s) diarrhéique(s). Par principe de précaution, il est
donc conseillé de consommer ce produit déshydraté a base de pommes de terre le
plus rapidement possible apres sa préparation ou si conservé, de le placer a une
température inférieure a 7°C pour éviter la multiplication des micro-organismes.

En ce qui concerne la soupe, apres avoir réalisé deux répétitions de suivi,
'expérimentation a été arrétée a cause de la flore accompagnatrice qui était dominante
et rendait impossible I'énumération des colonies de B. cytotoxicus. En effet, cette flore
s’est révélée présente des les évaluations de charge en H6 et dominante en H24, et
ce tant pour I'échantillon non traité thermiquement que pour celui qui I'était (Fig. IV.11).

58



Résultats et discussion - Suivi du développement de B. cytotoxicus dans les aliments cuisinés

A

Figure 1V.11 - Colonies se développant aprés ensemencement de la dilution 10 des échantillons de
purée sans traitement thermique en H6 (A), sans traitement thermique en H24 (B) et avec traitement
thermique en H24 (C).

Ainsi, la présence de la flore accompagnatrice ne permet pas toujours de
réaliser I'évaluation de la charge en B. cytotoxicus. Bien qu’elle ne flt pas détectée
lors des analyses quantitatives des produits avant préparation, cette flore
accompagnatrice est vraisemblablement contenue initialement dans I'aliment. Elle
pourrait également étre issue de I'eau ajoutée pour la préparation méme si les
analyses effectuées sur I'eau utilisée indiquent qu’aucun microorganisme n’y est
présent (Annexe B). Pour la purée, il s’agit d’'une flore annexe dominante uniquement
lors de certaines répétitions, a partir de H24 au minimum et qui est fortement diminuée
apres traitement thermique alors que pour la soupe, cette flore est présente dés H6 et
non affectée par la pasteurisation. Des lors, pour avoir un apergu du comportement de
B. cytotoxicus dans ces matrices alimentaires sans qu’aucune flore accompagnatrice
potentiellement compétitrice ne soit présente, les aliments ont été stérilisés et inoculés
avec des spores d’une souche de B. cytotoxicus issue de cet aliment.

2.2 Suivi des aliments stérilisés et inoculés avec des spores

La premiere étape de cette expérimentation a été la production de spores
nécessaires pour inoculer les produits une fois ceux-ci stérilisés. Pour ce faire, le
protocole destiné a faire sporuler les souches a été réalisé pour une souche de B.
cytotoxicus issue des flocons de pommes de terre, FD14, ainsi que pour un isolat de
soupe instantanée Saint-Germain, RSG22. De plus, les souches de référence de B.
cereus s. s. et de B. cytotoxicus, ATCC14579 et NVH391-98, ont également subi ce
méme protocole pour servir de contrdles et points de comparaison. La stabilité des
spores produites (Fig. IV.12) a été évaluée en dénombrant les suspensions de spores
le jour de la fin du processus de sporulation (JO), ainsi que 4 jours (J4) et 10 jours (J10)
aprés. Les quatre suspensions de spores, avant et aprés traitement thermique,
contenaient une charge comprise entre 107 et 108 CFU/ml (excepté la suspension de
spores d’ATCC 14579 qui a été pasteurisée en JO ot 106 CFU/ml ont été détectées).
Ainsi, les suspensions de spores produites ont été considérées comme stables dans
le temps et ont été utilisées pour l'inoculation des aliments stérilisés.
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Figure V.12 - Stabilité des spores.
Légende : STT : sans traitement thermique ; TT 80°C : traitement thermique, pasteurisation de 10min a
80°C.

Etant donné que pour préparer la soupe et la purée, un ajout d’eau bouillante
est effectué, eau qui sera par conséquent en contact avec les spores, une analyse de
la thermorésistance des spores a été conduite (Fig. 1V.13). Les résultats obtenus
indiquent que les spores de B. cytotoxicus, tant pour la souche de référence que pour
nos isolats, résistent a I'application durant 10min de températures allant jusque 100°C,
mais que cette résistance diminue plus on augmente en température. lls sont en
adéquation avec ceux d’une étude précédente qui rapporte une résistance a la chaleur
importante pour les spores du groupe phylogénétique VII, groupe auquel appartient
'espéce B. cytotoxicus (Luu-Thi et al., 2014).

ATCC14579 NVH391-98 RSG22 FD14
ESTT mTT80°C ®TT85°C mTT90°C mTT95°C =TT 100°C
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Figure IV.13 - Thermorésistance des spores. Les barres d’erreur représentent les déviations standard
entre les deux répétitions.

Légende : STT : sans traitement thermique ; TT 80°C : traitement thermique de 10min a 80°C ; TT
85°C : traitement thermique de 10min & 85°C ; TT 90°C : traitement thermique de 10min a 90°C ; TT
95°C : traitement thermique de 10min & 95°C ; TT 100°C : traitement thermique de 10min & 100°C.
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Une fois les parametres des spores produites analysés, la purée et la soupe ont
pu étre préparées, respectivement a partir des flocons et de la poudre stérilisés et
inoculés avec des spores. Pour chaque produit, il y a eu deux suivis différents : un
lorsque le produit était inoculé avec 10> CFU/g de spores de la souche isolée a partir
de ce produit (RSG22 pour la soupe et FD14 pour la purée) ; et un lorsque le produit
était inoculé avec 10? CFU/g de spores de NVH391-98. Par suivi, cing dénombrements
ont été réalisés, le premier a lieu aprés l'inoculation de I'aliment mais avant sa
préparation pour s’assurer que le niveau de contamination par B. cytotoxicus était bien
de I'ordre de 10%2 CFU/g. Les autres dénombrements ont eu lieu en HO, H6, H24 et H48
apres préparation. Chaque suivi a été répété trois fois, toujours dans les mémes
conditions. Les moyennes des résultats obtenus sont reprises dans la Fig. 1V.14 pour
la purée et dans la Fig. V.15 pour la soupe.
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Figure IV. 14 - Evaluation de la charge en B. cytotoxicus dans la purée préparée a partir des flocons de
pommes de terre stérilisés et inoculés : avec FD14 (A) ; avec NVH391-98 (B). Les barres d’erreur
représentent les déviations standard entre les trois répétitions.

Légende : STT : sans traitement thermique ; TT - 10min a 80°C : traitement thermique pendant 10min a
80°C ; Dénombr. initial flocons : dénombrement initial des flocons.

Pour la purée, tant pour celle inoculée avec FD14 que celle inoculée avec
NVH391-98, linoculation a bien été réalisée car le niveau de contamination est de
I'ordre de 102 CFU/g, mais on constate que cette charge diminue d’un facteur 10 juste
apres la préparation de la purée (Fig. IV.14). Cette diminution peut étre liée a 'ajout
d’eau bouillante, hypothése cohérente avec les résultats obtenus lors des tests de
thermorésistance des spores de FD14 et de NVH391-98. Pendant les 48h de
conservation suivante, la charge semble diminuer jusqu'a ce qu’il n'y ait plus de
bactéries ou tout du moins, que les bactéries survivent mais restent dans une phase
de latence sans se développer. L’interprétation est compliquée par les valeurs faibles
et proches de la limite de détection qui est de 10 CFU/qg.

Plusieurs hypothéeses peuvent étre formulées quant a ces résultats qui différent
du schéma observé lors de la préparation de la purée dans des conditions
domestiques, ou la contamination augmentait au fil des heures. Tout d’abord, les
spores ayant servi aux inoculations ont été produites au laboratoire MIAE dans un
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milieu de culture spécifique, et il se peut que ces spores aient des propriétés de
résistance différentes de celles produites lors du processus de fabrication du produit.
En effet, Eijlander et al. (2011) rapportent que des changements mineurs dans les
caractéristiques essentielles des spores de Bacillus, notamment leur composition en
eau, peuvent provoquer des différences au niveau du comportement germinatif et de
la croissance de ces spores. Ensuite, un autre élément qui pourrait influencer le
développement des spores est la nature du produit qui, suite a la stérilisation par
autoclavage, a été modifié. Il a été montré que la matrice alimentaire influence le
développement des spores de B. cereus ayant été endommagées par la chaleur,
comme ce fut sans doute le cas lors de I'ajout d’eau (Warda et al., 2015).
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Figure 1V.15 - Evaluation de la charge en B. cytotoxicus dans la soupe préparée a partir de la poudre
stérilisée et inoculée : avec RSG22 (A) ; avec NVH391-98 (B). Les barres d’erreur représentent les
déviations standard entre les trois répétitions.

Légende : STT : sans traitement thermique ; TT - 10min a 80°C : traitement thermique pendant 10min a
80°C ; Dénombr. initial poudre : dénombrement initial de la poudre.

Pour la soupe, des colonies d’'une autre bactérie se développaient sur les boites
de Pétri. Leur phénotype présentant un relief filamenteux, il était tres facile de les
différencier des colonies de B. cytotoxicus (Fig. 1V.16) et leur présence n’a pas
empéché le dénombrement de ces dernieres. Un séquengage partiel d’ADNr 16S de
cette autre bactérie a indiqué un pourcentage d’identité de 99% avec la souche NBRC
101234, appartenant a I'espéce B. sonorensis. Cette espece du groupe B. subtilis est
capable de sporuler et de croitre a des températures allant de 15 a 55°C (Palmisano
et al., 2001). Plusieurs hypothéses peuvent expliquer la présence de cette bactérie qui
n’'a pas été éliminée par la stérilisation de 15min a 121°C. Premierement, cela peut
étre d0 a un probléme lié a l'autoclavage. Ensuite, des especes du groupe B. subtilis
sont connues pour étre résistantes aux traitements thermiques dans I'industrie agro-
alimentaire et il pourrait en étre de méme pour B. sonorensis. Des aliments, tels que
du lait en poudre, de la poudre de cacao, des condiments, et soumis a des
températures pouvant dépasser les 100°C, ont déja été recensés pour contenir B.
licheniformis et B. amyloliquefaciens (Berendsen et al., 2016; Ahn and
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Balasubramaniam, 2014; Lima et al., 2011; Pereira and Sant’Ana, 2018; Lima et al.,
2012; Sadiq et al., 2016). En troisiéme lieu, il est également possible que la matrice
constituée par la soupe forme une protection de ce micro-organisme contre les
traitements thermiques. En effet, certains composeés, tels que la graisse, ralentissent
I'inactivation des spores de certaines espéces de Bacillus et la soupe contient de la
graisse de palme qui a pu jouer ce réle de protection lors de 'autoclavage (Ababouch
et al., 1995; Samapundo et al., 2011c; Samapundo et al., 2014).

Figure 1V.16 - Phénotype de l'autre bactérie (gauche) se développant sur milieu LB lors du
suivi du développent de B. cytotoxicus (droite) dans la soupe préparée avec de la poudre
stérilisée et inoculée avec des spores.

Quant aux observations faites sur les charges en B. cytotoxicus présentes avant
préparation de la soupe, en HO et en H6 (Fig. IV.15), elles sont similaires a celles de
la purée. Les spores se développent a partir de H24 et ensuite, germent toutes, pour
que la soupe atteigne une charge en B. cytotoxicus de 10* CFU/g aprés 48h de
conservation. Cette différence de développement de B. cytotoxicus entre la purée et
la soupe préparées a partir d’aliments stérilisés peut étre due a B. sonorensis qui
influencerait positivement B. cytotoxicus dans la soupe. Une autre supposition est que
la matrice constituée par la soupe permet aux spores de récupérer plus facilement des
dommages causés par I'ajout d’eau chaude. Il a en effet été montré que la composition
de la matrice dans laquelle se trouvent des spores de B. cereus traitées thermiquement
influence la capacité des spores a croitre par la suite (Warda et al., 2016).
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Les maladies d’origine alimentaire constituent un probléme mondial de santé
publique. Parmi les agents responsables de ces maladies, on peut citer les bactéries
ainsi que les toxines produites par ces dernieres. Ubiquitaire et capable de produire
des spores en tant que forme de survie, le groupe B. cereus contamine de nombreuses
denrées alimentaires, parfois avec des souches pathogénes causant des toxi-
infections. C’est notamment le cas de la souche NHV391-98 appartenant a I'espéce
ajoutée au groupe en 2013, B. cytotoxicus. Cette souche a été découverte en France
lors d’'une toxico-infection ayant causé la mort de trois personnes suite a I'ingestion
d’'une purée végeétale. La ou les toxines impliquée(s) dans la toxicité ne sont pas
connues a I'’heure actuelle mais une entérotoxine potentielle est la cytotoxine K-1,
propre a I'espéce B. cytotoxicus. A I'heure actuelle, la prévalence et le développement
de cette bactérie dans les aliments sont encore peu documentés mais constituent un
champ intéressant a explorer. En effet, une de ses propriétés supplémentaires est la
thermotolérance, qui lui confere une plus grande probabilité de se trouver dans une
niche alimentaire spécifique, constituée notamment d’aliments déshydratés.

Dans ce contexte, ce travail a été réalisé dans le but d’isoler des souches de B.
cytotoxicus dans différentes matrices alimentaires et de les caractériser afin d’avoir un
apercu de leur diversité. Un autre objectif était le suivi du développement de ce bacille
dans des aliments préparés et conservés de facon inappropriée afin de situer le risque
potentiel de TIA gu’ils pourraient engendrer dans ces conditions.

En ce qui concerne l'isolation de souches, aprés analyse de 39 aliments, B.
cytotoxicus a pu étre détecté dans 4 types de produits différents, produits soit
déshydratés, soit fabriqués a partir d’'ingrédient(s) déshydraté(s), et étant : pour deux
d’entre eux, des flocons de pommes de terre destinés a faire de la purée ; des chips
crisp ; et de la poudre pour préparer de la soupe instantanée Saint-Germain. Outre la
présence de curcuma dans trois des quatre produits analysés contenant B.
cytotoxicus, I'ingrédient qui les unit tous est sans nul doute la pomme de terre. Ainsi,
ce mémoire renforce la théorie liant la présence de B. cytotoxicus a des aliments
déshydratés a base de pomme de terre ou fabriqués a partir de ceux-ci. La supposition
qu’une ou plusieurs étape(s) de traitement thermique dans la chaine de production
sélectionne(nt) B. cytotoxicus est avancée. Afin de déterminer s’il y a bien un point
critique engendrant la contamination du produit et ou il se situe, il serait nécessaire de

64



Conclusion et perspectives

mener des prélevements a différents stades du procédé de fabrication dans une usine
de déshydratation de pommes de terre et de les analyser.

Méme si ce ne fut pas le cas lors de ce travail de fin d’études, au cours des
dernieres années, des souches de B. cytotoxicus ont déja été isolées au laboratoire
MIAE a partir d’aliments déshydratés dépourvus de pomme de terre tels que de la
farine pour enfant et des soupes marocaines. Ainsi, il pourrait étre intéressant de
continuer a explorer cette voie.

Au total, 23 souches de B. cytotoxicus ont été isolées et divers tests de
caractérisation ont été réalisés. Des études phénotypiques des souches sur la gélose
MYP ont permis de constater que le phénotype exprimé sur ce milieu pouvait s’averer
atypique selon la température d’incubation utilisée. Il est dés lors nécessaire d’en étre
conscient lors de l'utilisation du MYP pour I'isolement et I'identification de souches de
B. cytotoxicus. D’autre part, certaines souches isolées depuis les chips TUC crisp et
la soupe instantanée Saint-Germain de Royco, ainsi que NVH391-98 et NVH884-00
servant de points de comparaison, ont été soumises a une étude de diversité avec la
méthode RAPD, étude a partir de laquelle un classement en profils génétiques a été
effectué. Ce dernier discrimine les isolats selon l'aliment a partir duquel ils ont été
isolés et selon le moment de production de cet aliment. En effet, méme si 'amorce
OPA10 a uniqguement permis une distinction des souches selon le type de produit, les
amorces OPA2 et OPA9 se sont révélées capables de discriminer les souches venant
de deux mémes produits d'une méme marque, avec un procédé de fabrication
identique mais fabriqués a des moments différents. Cette caractérisation par RAPD a
été réalisée dans la perspective d’également comparer les profils des isolats a ceux
des souches de B. cytotoxicus caractérisées jusqu’a présent dans le laboratoire MIAE.
De plus, pour approfondir I'exploration de la diversité génétique, une étape d’extraction
et de visualisation des grands plasmides pourrait étre réalisée par la suite.

L’autre volet de ce mémoire consistait a suivre le développement de B.
cytotoxicus dans la purée et dans la soupe.

Malgré le fait que la contamination initiale des flocons de pommes de terre
n‘excéde pas les 250 CFU/g, lorsque ceux-ci sont préparés en purée dans des
conditions domestiques et conservés a 20°C, la charge en B. cytotoxicus monte a 10*
CFU/g aprés 24h de conservation et a 10° CFU/g aprés 48h. Ces niveaux de
contamination ont déja été rapportés pour étre a l'origine du syndrome diarrhéique.
Afin d’éviter ce genre de situations a risques pour le consommateur, la meilleure
prévention reste l'information du grand public quant aux bonnes pratiques d’hygiéne
et de conservation en matiére de denrées alimentaires. Néanmoins, malgré la
présence dans la purée de telles quantités de souches thermotolérantes et possédant
le gene cytK-1 ne signifie pas que les souches soient toxiques ou qu’elles produisent
la ou les toxine(s). Ainsi, en plus du suivi du développement des souches, une étape
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permettant d’aborder leur cytotoxicité, telle qu’un test sur des lignées cellulaires par
exemple, devrait étre effectuée.

Un autre aspect a considérer lors de I'étude du développement dans la purée
est la présence d’'une flore accompagnatrice présente sur le MYP incubé a 50°C
rendant parfois impossible I'évaluation de la charge en B. cytotoxicus. Il serait utile de
tester la stabilité de la polymyxine B présente dans ce milieu spécifiqgue lorsque
soumise a une telle température. D’autres milieux de culture, comme le « Brillance
Bacillus cereus » se montrant utile pour dénombrement B. cereus dans des matrices
alimentaires contenant une flore accompagnatrice importante (Chon et al., 2014),
pourraient étre utilisés afin de limiter les interférences.

Les purées préparées a partir de flocons stérilisés et inoculés avec des spores
de FD14, une souche de B. cytotoxicus issue de ces mémes flocons, ou avec des
spores de NVH391-98 ont également été suivies pendant 48h. Cette expérimentation
a indiqué que ni la souche de référence ni la souche FD14 ne se développaient durant
les 48h apres préparation de la purée. Diverses hypothéses peuvent étre posées par
rapport a ces résultats qui different de ceux obtenus quand la purée est préparée dans
des conditions domestiques. Pour en citer deux, il se peut que cela soit di aux spores
produites qui peuvent potentiellement posséder des propriétés de résistances plus
faibles ou encore au changement de la nature de la matrice alimentaire qui ne favorise
pas le développement de B. cytotoxicus.

Bien que le conditionnement de la soupe soit prévu pour que la quantité
préparée corresponde a une consommation individuelle, les mémes analyses que
celles faites pour la purée ont aussi été réalisées. Pour la soupe préparée dans des
conditions domestiques et conservée a 20°C, la flore accompagnatrice a rendu toute
évaluation impossible. Ainsi, seules les soupes préparées avec la poudre stérilisée et
inoculée, soit avec des spores de RSG22 (une souche de B. cytotoxicus issue de cette
méme poudre), soit avec des spores de NVH391-98, ont fourni des résultats
analysables et similaires pour les deux souches. Les spores se développent a partir
de 24h apres conservation et aprés 48h, seules des cellules végétatives, atteignant
10* CFU/g, sont présentes dans la soupe. Ce niveau de contamination peut s’avérer
potentiellement dangereux mais comme déja mentionné, la soupe n’est pas destinée
a étre consommee en plusieurs repas, ce qui réduit considérablement les risques. Une
souche de B. sonorensis contaminait la soupe lors de ces expérimentations. L’'impact
de cette bactérie sur le développement de B. cytotoxicus devrait étre exploré plus en
détails afin de déterminer si un lien unit ces deux bacilles.
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Bacillus cytotoxicus dans les matrices alimentaires
Présenté par Maélle de Halleux Uc L

Université
catholique
Résume Les maladies d’origine alimentaire constituent un probléme mondial de Louvain
de santé publigue et peuvent entre autres étre causées par des B
bactéries ou par les toxines de ces dernieres. Sporulante et
ubiquitaire, Bacillus cereus s.l. est présent dans de nombreux
aliments qui peuvent s’en trouver altérés ou contaminés par des
souches pathogénes capables de provoquer des toxi-infections
alimentaires caractérisées par des symptdbmes émétiques ou
diarrhéiques. C’est le cas de la souche thermotolérante NHV391-98,
référence pour I'espéce B. cytotoxicus, et ayant causé la mort de
trois personnes apres ingestion d’une purée végétale. La ou les
toxines impliquée(s) dans sa toxicité ne sont pas connue(s) a I'heure
actuelle mais une entérotoxine potentielle est la cytotoxine K-1,
caractéristique propre a cette espéce récemment définie et dont la
diversité a peu été explorée jusqu’'a présent, excepté lors d’'une
étude de produits a base de pommes de terre révélant une haute
prévalence dans les produits déshydratés.

Dans ce contexte, les objectifs de ce mémoire étaient d’isoler et de
caractériser des souches B. cytotoxicus venant de différents aliments
ainsi que suivre le développement de celles-ci dans de la purée et
dans de la soupe préparées et conservées de fagon inappropriée.

Sur les 39 matrices alimentaires analysées, quatre, toutes
déshydratées et a base de pommes de terre, contenaient des B.
cytotoxicus : des flocons de pommes de terre de deux marques
différentes ; des chips TUC crisp ; et de la soupe instantanée saveur
Saint-Germain. Au total, 23 souches ont pu y étre identifiées
essentiellement grace au pré-enrichissement a 50°C, a leurs
phénotypes et & la détection du géne cytK-1 par technique PCR. Ces
isolats ont été groupés en profils génétiques grace a la méthode
RAPD. Les résultats classent les souches issues d’'un méme produit
mais fabriqué & des moments différents, dans des groupes distincts.
Les flocons de pommes de terre composés d’'une charge initiale en
B. cytotoxicus de 250 CFU/g peuvent exhiber des niveaux de
contamination atteignant 10° CFU/g lorsqu’ils sont utilisés pour
préparer de la purée et que celle-ci est conservée 48 heures a 20°C.
Bien qu’il soit possible que les souches présentes ne soient pas
cytotoxiques, une telle quantité de B. cytotoxicus est connue pour
avoir déja causé des cas de toxico-infections par le passé et
constitue dés lors un risque potentiel pour le consommateur. En ce
qui concerne la soupe, la préparation dans des conditions
domestiques n’a pas permis de réaliser I'évaluation de la charge a
cause d’'une flore accompagnatrice dominante. L’évaluation a ainsi
été réalisée pour de la soupe préparée avec de la poudre stérilisée et
inoculée avec des spores. Dans de telles conditions, B. cytotoxicus
se développe pour atteindre une concentration de 10* CFU/g apres
48h mais au vu de la quantité de soupe obtenue a partir d’'un sachet,
il est peu probable qu’elle soit conservée aussi longtemps.

La diversité génétique des isolats doit étre comparée a plus d’autres
souches de B. cytotoxicus. Ce travail confirme la présence de B.
cytotoxicus dans des produits déshydratés a base de pommes de
terre et indique que celle-ci peut présenter un risque pour les
aliments préparés et conservés inadéquatement.
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