N
N

N

HAL

open science

Compréhension de I’inactivation de bactéries pathogenes
présentes dans des produits alimentaires déshydratés

Emilie Lang

» To cite this version:

Emilie Lang. Compréhension de l'inactivation de bactéries pathogenes présentes dans des produits
alimentaires déshydratés. Ingénierie des aliments. Université de Bourgogne, 2016. Francgais.

2016DIJOS034 . tel-01499649

HAL Id: tel-01499649
https://theses.hal.science/tel-01499649
Submitted on 31 Mar 2017

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

NNT:


https://theses.hal.science/tel-01499649
https://hal.archives-ouvertes.fr

UBFC Ny . K

UNIVERSITE
BOURGOGNE FRANCHE-COMTE

g 5

ECOUEDOCTOFMLE LEADING FOOD SAFETY REVOLUTION

UNIVERSITE DE BOURGOGNE FRANCHE-COMTE

Ecole doctorale Environnement-Santé

THESE

anrt'®

assuuatlon nationale
> technologie

Pour obtenir le grade de Docteur de I'Université de Bourgogne Franche-Comté

Discipline : Science de I'alimentation

Emilie LANG

Soutenuele: 07.12.16

COMPREHENSION DE L' INACTIVATION DE BACTERIES PATHOGENES

PRESENTES DANS DES PRODUITS ALIMENTAIRES DESHYDRATES

Jury :
Fabrice MARTIN-LAURENT
Stéphane DELAUNAY
Philippe SCHMITT
Muriel THOMAS
Patrick GERVAIS
Jean-Marie PERRIER-CORNET

Pablo ALVAREZ-MARTIN

Directeur de these :

Pr. Patrick GERVAIS

Co-encadrants :

Pr. Jean-Marie PERRIER-CORNET

Dr. Stéphane GUYOT

Directeur de recherche INRA Dijon
Professeur ENSAIA / Université de Lorraine
Professeur Université d’Avignon

Directeur de recherche INRA Jouy-en-Josas
Professeur Agrosup Dijon
Professeur Agrosup Dijon

Docteur Novolyze

Unité Mixe de Recherche - Procédés Alimentaires et Microbiologiques

Equipe Procédés Microbiologiques et Biotechnologiques

Président du jury
Rapporteur
Rapporteur

Examinateur
Directeur de thése

Co-encadrant

Membre du jury



—REMERCIEMENTS



Je souhaite remercier en premier lieu mon directeur de thése et directeur de 'UMR PAM, le Pr.
Patrick GERVAIS, pour m'avoir accueillie au sein de son laboratoire. Je lui suis également trés
reconnaissante pour le temps qu’il m’a accordé, ses qualités pédagogiques et scientifiques, sa
franchise, sa sympathie et sa bienveillance. ]’ai beaucoup appris et progressé a ses cotés et je lui
adresse ma gratitude pour tout cela. Je remercie également mes deux co-encadrants, le Pr. Jean-
Marie PERRIER-CORNET et le Dr. Stéphane GUYOT, pour leur soutien et leur disponibilité tout au

long de ces trois années (et quelque mois) ainsi que pour leurs qualités humaines.

Je souhaite également remercier M. Karim-Franck KINOUCHE et M. Nicolas BRAUN, co-fondateurs
de la société Novolyze, pour m'avoir accueillie au sein de leur entreprise, pour m’avoir fait
confiance et soutenue pendant cette période. Je lui suis également tres reconnaissante envers le

Dr. Pablo ALVAREZ-MARTIN pour le temps qu’il m’a accordé et ses conseils.

Merci a Fabrice MARTIN-LAURENT d’avoir présidé mon jury de thése et également pour avoir
participé a mes réunion de comité de these. Mes remerciements s’adressent également aux Pr.
Stéphane DELAUNAY et Pr. Philippe SCHMITT pour avoir accepté d’étre les rapporteurs de ma these
et également au Dr Muriel Thomas d’avoir examiné I'ensemble de mes travaux. Je remercie tous
les membres de mon jury pour l'intérét qu'ils ont porté a ces travaux, leurs conseils et les

échanges tres enrichissant que j’ai eu avec eux.

Je remercie les membres de mon comité de these, le Pr. Frédéric DALLE, le Dr. Fabrice MARTIN-
LAURENT et le Dr. Emmanuel GUEDON, pour leurs précieux conseils durant les réunions annuelles.
Je remercie particulierement le Pr. Frédéric DALLE pour m’avoir permis de me former aux
techniques (et a toutes leurs subtilités) de cultures des cellules humaines Caco-2, ce qui fut

essentiel pour la finalisation de mon travail.

Je tiens également a adresser un grand remerciement a tout le personnel du laboratoire. Merci
donc au Pr. Laurent BENEY, directeur de I'équipe PMB, pour m’avoir accueillie au sein de I'équipe
ainsi que pour ces conseils, mais également merci a Mélanie, Hélene, Shaliha, Pascale, Carine,
Alexandre (GAUDRY) et Sylvie. Je n’oublie pas Florence sans qui certains problémes

administratifs auraient été insurmontables.

by

De méme, je tiens a remercier tout le personnel de Novolyze, entreprise partenaire de ces
travaux. Merci ainsi a Amaury, Moussah, Florent, Quentin, Laure et PO. Un merci particulier a
Marie, pour tous les moments passés ensembles, pour sa gentillesse, pour sa présence et son
écoute en toutes circonstances, et Hanane, pour sa compréhension, son franc-parler et sa bonne
humeur. Je pense également a tous ceux que j'ai croisés et qui ne sont plus chez Novolyze, en
particulier Ariane, Lucile, Jamil, Stéphanie et bien s{ir Marine avec qui j'ai passé de bons

moments.



Je désire remercier tous ceux qui ont travaillé a mes cotés, qui mon aussi soutenue pendant cette
période et qui ont également participé aux bons moments que j'ai passé a Dijon. Merci a
Alexandre (CHARRIAU), pour ces infos toujours fiables, a Cécile, pour les séances (plus ou moins)
intensives de natation, a Sébastien, pour avoir mis I'ambiance a la course de Seyssuel, a Lucie,
pour sa réassurance, et Richtier, pour avoir amené le soleil. Merci également aux thésards et
anciens thésards qui ont partagé mon bureau : merci a Cyril, pour sa découverte du muscle du
badminton et d’avoir reconnu que les UV passent a travers les vitres, a Adeline, pour sa capacité
d’adaptation a de petite surface, a Chloé, pour ses expressions toujours plus surprenantes les
unes que les autres et ses questions existentielles (la téte de ...), et enfin a Fiona, pour avoir
cheminé avec moi (dans la bibliotheque avec les guépes, pendant les moments de folie au P2,
tous les congres et bien siir tous les autres moments...). Je pense également a tous ceux que j'ai
croisés : Pauline, Julia, Alexandre (CoLAS), Charline, Bérengére, Jennifer, Layla, Aurore (PALUD),

Antonio, Emeric, Aurore (BODZEN)...

Un grand merci a ma famille et 3 mes amis pour m’avoir soutenue et encouragée au cours de ces

années de these mais aussi pour toutes les autres années.



—RESUME




Les produits alimentaires secs sont courants dans l'industrie agroalimentaire. Cependant, leur
innocuité n’est pas toujours assurée et de nombreux cas de toxi-infections alimentaires
collectives a travers le monde sont annuellement recensés. Deux bactéries pathogénes sont
particulierement impliquées, 1'une correspond a grand nombre de cas, Salmonella enterica, et
l'autre est reconnue pour sa capacité a résister aux perturbations environnementales,
Cronobacter spp.. Une compréhension plus poussée de l'impact du séchage et traitement
thermique a I'état sec peut permettre une optimisation des procédés de de décontamination des
produits alimentaires secs et contribuer a réduire le nombre de toxiinfections alimentaires. Dans
un premier chapitre, une attention particuliére a été portée au procédé de séchage de
microorganismes pathogenes qui peut, s’il est conduit de maniére rapide, réduire
considérablement la cultivabilité microbienne. De cette facon, le séchage peut étre considéré
comme une étape supplémentaire de décontamination a condition d’en optimiser les conditions
d’application. Puis dans un deuxiéme chapitre, I'impact de la réhydratation, rarement traitée
jusqu’a présent, a été étudié afin de proposer des conditions permettant de maximiser
I'inactivation bactérienne. Cette étude remet partiellement en cause les dénombrements de
bactéries pathogenes dans les aliments qui peuvent étre, dans quelque cas, sous estimées du fait
de l'utilisation de réhydratation rapide. Dans un troisieme chapitre, 'application de différents
traitements thermiques sur du lait en poudre, destiné a une population dite sensible, a permis de
comprendre le role couplé de I'activité de I'’eau et de la température sur I'efficacité du traitement
thermique a I'état sec mais également de proposer un modeéle d’inactivation thermique des
pathogénes. Il a été notamment possible de définir un parameétre représentatif de l'effet de
I'activité de l'eau (yaw). Les mécanismes de mort cellulaire pour les deux bactéries ont été
ensuite étudiés, que ce soit aprés un séchage ou apres un traitement thermique. Il apparait
clairement que le séchage induit majoritairement une perméabilisation de la membrane tandis
que le traitement thermique des cellules viables séchées dégrade majoritairement 'activité
enzymatique en détruisant peu la membrane. Finalement, il a été montré que la virulence des
deux pathogenes étudiés est augmentée par le séchage mais que le traitement thermique a I'état
sec n’a pas d’'impact sur cette virulence. Les connaissances apportées par cette étude peuvent
étre utiles d'un point de vue industriel, afin d’'optimiser au mieux les conditions d’application des

différents procédées pour une inactivation bactérienne maximale.

Mots clés :

Salmonella enterica, Cronobacter spp. séchage, réhydratation, traitement thermique,

physiologie, virulence



—ABSTRACT



Dried food products are common in food industry. Nevertheless, their safety is not well insured,
involving numerous outbreaks every years around the world. Particularly, two pathogenic
bacteria are of interest, one of them due to its number of cases, Salmonella enterica, and the
other one due to its ability to survive environmental perturbations, Cronobacter spp.. A deeper
comprehension of drying and heat treatment in dried state impact could lead to an optimization
of drying and heating processes, insuring food safety. In the first instance, drying was considered
as a supplementary decontamination step by optimizing its conditions of use. In a second phase,
the rehydration impact was studied in order to found optimal conditions of pathogen
inactivation. The study questions the rehydration currently puts in practice for food safety
analysis. In a third phase, several heat treatments on a dried food product, intended to
susceptible population, permitted to understand the specific role of water activity on the
efficiency of heat treatment in dried state, and also propose a modelling for bacterial heat
inactivation. In addition, it was possible to define two new parameters which represent the
effect of temperature (zr) and the effect of water activity (yaw). Fourth, cellular death
mechanisms for both studied bacteria, during the drying or during the heat treatment, were
considered. It was clear that drying involved mainly membrane damages whereas heat
treatment involved mainly enzymatic damages. Finally, in a fifth part, it was shown that
virulence properties of both studied bacteria were affected by drying, increasing invasion
capacity, but not by heat treatment in dried state. To finish, the knowledges brought by this
study are useful for industrial point of view, in the case of drying and heat process optimization

and also by proposing biological indicators to valid process efficiency in situ.

Keywords:

Salmonella enterica, Cronobacter spp., drying, rehydration, heat treatment, physiology, virulence
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ANSES

aw
CFU
CTC

AH

Dr
DT,aw

FAO

FDA

FSMA
GTP
HPP
HSP

InVS

No
ODeoo
OMP

OMS

P*
PBS
Pef

PI

Agence nationale de la sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du

travail

Activité de I'eau

Colonie Forming Unit, Unité Formant Colonie (UFC)
5-Cyano-2,3-ditolyl Tetrazolium Chloride

Enthalpie de vaporisation

Valeur de réduction décimale

Valeur de réduction décimale a la température T

Valeur de réduction décimale a la température T et une aW donnée

Food and Agriculture Organisation of the United Nations, Organisation des Nation

Unies pour l'alimentation et I'agriculture

Food and Drug Administration, Administration américaine des denrées alimentaires

et des médicaments

Food Safety Modernization Act

Guanine Tyrosine Phosphate

High Pressure Prossessing, Procédé haute pression

Heat Shock Protein, Protéine de stress thermique

Institut de Veille Sanitaire

Charge microbienne a un instant t

Charge microbienne initiale

Optical Density at 600 nm, Densité optique a 600 nm

Outer Membrane Protein, Proteine de la membrane externe
Organisation Mondiale de la Santé

Pression partielle de vapeur d’eau

Pression saturante de vapeur d’eau

Phosphate Buffered Saline

Plasmid endcoded fimbriae, fimbriae encodé par le plasmide

Propidium iodide, lodure de propidium



PIF Powdered Infant Formula, Préparation en poudre pour nourrissons

PS Produits Secs

R Consente des gaz parfaits

RH Relative Humidity, Humidité relative

ROS Reactive Oxygen Species, Especes réactive de I'oxygene

SCv Salmonella Containing Vacuole, Vacuole contenant Sa/monella

SOD Super Oxyde Disutase

SP1 Salmonella Pathogeny Island, llots de pathogénie de Salmonella

spp. Species, éspeces

subsp. Sub-specie, sous-especes

STEC Shigella Toxin Escherichia coli

T Température

Tm Melting temperature, température de transition de phase gel-liquide cristallin
T1SS Type I Secretion System, Systeme de sécrétion de type |

T3SS Type Il Secretion System, Systeme de sécrétion de type III

TIAC Toxi-Infection Alimentaire Collective

TSA Tryptic Soy Agar

TSB Tryptic Soy Broth

VBNC Viable But Non-Culturable, Viable mais non cultivable

Vaw Augmentation de I'activité de ’eau nécessaire pour diviser la valeur de D par 10

ZT Augmentation de la température nécessaire pour diviser la valeur de D par 10
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—INTRODUCTION




L’évolution des industries agroalimentaires depuis une quarantaine d’années s’est faite par un
fort développement de l'utilisation de produits alimentaires intermédiaires, en particulier les
ingrédients secs (produits déshydratés, épices, céréales diverses...) dont la teneur en eau et
'activité de I'eau est réduite. Cette réduction de la quantité d’eau par séchage facilite ainsi leur
transport, leur stockage ainsi que leur conservation a long terme, en préservant au mieux les

propriétés organoleptiques et microbiologiques.

Des bactéries pathogénes peuvent étre retrouvées sporadiquement dans ces aliments du fait de
I'utilisation de matiéres premiéres contaminées et de la contamination apportée par la
transformation du produit ou de son stockage. L'efficacité des techniques utilisées pour
maitriser le risque microbiologique est profondément liée aux propriétés physico-chimiques du
produit alimentaire, notamment l’activité de I'’eau, ainsi qu’a la nature et a I'état physiologique
de la flore pathogéne présente. En effet, la faible activité de 'eau des produits alimentaires
déshydratés rend la plupart des germes présents plus résistants aux procédés de traitement
thermique et donc difficile a éliminer. Devant ce constat, les industriels se sont organisés pour
pasteuriser ou stériliser ces ingrédients déshydratés dans les pays producteurs, importateurs ou

consommateurs avec différents types de technologies.

A 'heure actuelle, les produits alimentaires a forte activité de I'’eau ou liquide sont pasteurisés
ou stérilisés par l'intermédiaire de procédés thermiques. Ceux-ci sont composés d'une montée
rapide a une température de consigne, maintenue pendant un temps défini garantissant
I'inactivation des germes cibles. Les barémes thermiques sont clairement définis a partir
d’équations théoriques basées sur les transferts thermiques et les modeles d’inactivation
microbienne en milieu liquide. Cependant, il n’existe actuellement aucun équivalent pour les
produits secs qui sont décontaminés la plus part du temps de maniere empirique en utilisant des

procédés dont les principes peuvent étre tres différents.

Avec le renforcement de la sécurité microbiologique des aliments, le développement de modeles
décrivant I'évolution des microorganismes a connu un grand essor durant les dernieres
décennies. Les modeéles prédictifs développés sont toujours d’actualité en milieu liquide ou
aqueux comme par exemple le modéle de Bigelow permettant de prédire la résistance des
microorganismes en fonction de la température de traitement. La diversité actuelle des produits
alimentaires et la diminution de l'intensité des traitements appliqués pour préserver leurs
qualités organoleptiques et nutritionnelles ont été accompagnées par le développement de
modéles permettant de décrire plus précisément 'inactivation thermique des microorganismes.
Parmi eux, certains prennent en compte d’autres facteurs que le temps et la température comme

par exemple le pH (1), la salinité (2) ou encore la composition en acides gras (3).



Cependant, dans le cas des produits déshydratés, peu de modeéles prennent en compte le role clé
de l'activité de I'eau et une telle modélisation pourrait étre fort utile pour assurer I'innocuité
d’'un aliment. De plus, depuis 2012, une loi adoptée aux Etats-Unis engendre peu a peu des
changements dans toute l'industrie agroalimentaire, cette loi impose aux industriels produisant
des aliments déshydratés de montrer explicitement l'efficacité de leur méthode de
décontamination a l'aide de traceurs biologiques. Ces derniers doivent mimer le comportement
d’'un ou de plusieurs pathogénes cibles face a un traitement de décontamination et étre
utilisables /n situ pour montrer que le procédé de décontamination mis en place est efficace. A
coté de ce type d’évaluation empirique, des modeéles d’inactivation microbiologique pourraient
étre utiles pour confirmer la fiabilité d'un traceur biologique et pour modifier rapidement les

barémes d’inactivation.

Ce travail est axé sur l'inactivation bactérienne par des procédés thermiques dans des produits
alimentaires secs et a 1'élaboration de modeles prédictifs de cette inactivation. L'impact du
séchage, de la réhydratation puis des traitements thermiques sur l'inactivation bactérienne ont
été étudiés. Les mécanismes cellulaires a l'origine de l'inactivation bactérienne ont été
recherchés et finalement I'impact du séchage et des traitements thermiques sur la physiologie et

la virulence de bactéries pathogenes, Sa/monella enterica et Cronobacter sakazakii.
Le travail présenté dans ce mémoire s’articule en 5 parties :

e La premiére partie est consacrée a un état des lieux de la microbiologie des produits
secs. Les méthodes classiques de séchage et décontamination sont présentées ainsi que
leurs impacts sur la fonctionnalité bactérienne.

e Apreés avoir ciblé précisément les objectifs de ces travaux, il est montré comment le
séchage peut étre utilisé de maniere innovante afin de réduire la charge microbienne
lors de la fabrication des produits déshydratés.

e Dans la troisieme partie, 'impact de la réhydratation, étape clé et toujours associée au
séchage, sur l'inactivation bactérienne est étudié pour une meilleure évaluation de
I'inactivation bactérienne lors de chaque étape.

e Puis, I'inactivation bactérienne dans des produits secs lors de différents traitements
thermiques est étudiée. Un modele prédictif est proposé en fonction de I'activité de I'eau
du milieu et de la température du traitement.

¢ Finalement, I'impact du traitement thermique sur les cellules bactériennes déshydratées
est étudié au travers de I'intégrité membranaire, de la perte d’activité enzymatique, et de

la capacité d’invasion dans des cellules humaines.
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1. Les produits alimentaires déshydratés et leur lien avec la
sécurité microbiologique
1.1.Les produits alimentaires secs

Historiquement, les produits a faible activité de I’eau et a faible teneur en eau ont été produits
et/ou transformés par I'Homme afin de permettre leur préservation a long terme en évitant le
développement de pathogénes alimentaires (4). Aussi appelés produits secs (PS), ils
représentent un grand nombre de produits comme les graines, les herbes aromatiques, les

épices, la farine...

Dans ces PS, la faible quantité d’eau restante est liée a d’autres molécules (protéines, ions, ...) et
par conséquent, n’est pas disponible pour des réactions chimiques ou pour les microorganismes,

ce qui peut limiter leur développement (4).

Le control de la teneur en eau d'un produit alimentaire par le séchage pour permettre sa
conservation est donc une stratégie ancienne (5). La relation entre la teneur en eau et 'humidité
relative a une certaine température est établie en 1893 pour des fibres textiles. Finalement, les
premieres études faisant le lien entre la croissance microbienne et 'humidité relative ont été
réalisées par Walderdorff and Walter dans les années 1920. Par la suite, en 1953, le concept
d’activité de I'eau pour un échantillon alimentaire a été défini par un microbiologiste australien

W.] Scott qui établit le lien entre la croissance microbienne et 'activité de I'eau.

L’activité de I'eau est définie comme étant le rapport de la pression partielle en vapeur d’eau du
produit testé et la pression partielle de vapeur d’eau saturante a la méme température (Equation

1).

ay = (1)

avec p, la pression partielle de vapeur d’eau présente dans le produit ou I'atmosphere et p* la
pression partielle de vapeur d’eau saturante dans les mémes conditions de pression et de

température.

L’activité de I'eau varie entre 0 et 1; 'eau pure a pression atmosphérique a une activité de I'eau

égale a 1. Les produits alimentaires ont tous une activité de I'eau inférieure a 1 (4).

L’activité de l'eau est liée également a d’autres grandeurs thermodynamiques comme la
température. En effet, la température change 'activité de '’eau en impactant la rétention de l'eau,
la dissociation de I'eau, la solubilité des solutés dans I'eau ou encore en impactant sur d’autre

composant de I'échantillon. L'impact de la température sur l'activité de I'eau d’'un produit est



by

donc spécifique a ce produit. Certains aliments ont une activité de I'eau qui augmente avec
I'augmentation de la température et d’autres ont une activité de l'eau qui diminue avec
I'augmentation de la température. Par conséquent, il est difficile de prédire dans quelle direction
vont se produire les changements d’activité de 1'eau d'un produit avec les changements de
température. Cette dépendance de 'activité de I'eau par rapport a la température suit la relation

de Clausius-Clapeyron (Equation 2) :
aws) _ _ MH(1_ 1
In (a_Wl) - R (T1 Tz) (2)

ou awi et awz (-) sont les activités de I'eau aux températures T; et T» (K). AH (J.mol?1) est

I'enthalpie de vaporisation et R (J.K-.mol!) est la constante des gaz parfaits.

De nombreuses études ont eu pour but de montrer I'importance de I'activité de I’eau ainsi que sa
compréhension et ses applications possibles (6). L’activité de 'eau est tres couramment utilisée
pour prédire la stabilité des propriétés microbiologiques et organoleptiques des produits
alimentaires. En effet, une réduction faible de l'aw, en dessous de 0,97, permet d’éviter le
développement de microorganismes contaminants tels que Pseudomonas spp. et, en dessous de
0,95, le développement de certaines bactéries lactiques altérant les propriétés organoleptiques
des produits alimentaires est arrété. Cependant, une réduction plus importante de I'aw est
nécessaire pour assurer l'inhibition de certaines bactéries pathogénes (Staphylococcus aureus
étant le plus résistant) en dessous de 0,86 (Figure 1) en aérobie et en dessous de 0,91 en

anaérobie.

Yaourt, fruits, Iégumes Bactéries, levures, moisissures

Farine, riz, légumes secs, lait concentré
sucré, confitures

Figure 1 : Développement des microorganismes, limites des réactions biochimiques en fonction de 1'aw et produits

alimentaires correspondants



En dessous de ce niveau, aucune bactérie pathogene pour 'homme ne peut se multiplier, seules
certaines levures ou champignons filamenteux peuvent se développer jusqu'a environ une aw
d’environ 0,60. En dessous de cette limite, le développement des microorganismes est
completement arrété comme schématisé en Figure 1 (7). Il est également possible de noter que
I'activité de l'eau modifie d’autres propriétés du produit comme l'oxydation des lipides

(minimale entre 0,3-0,4) ou encore le brunissement non enzymatique et I'activité enzymatique.

Les PS sont caractérisés par une activité de I'eau inférieure a 0,60, permettant ainsi de prévenir
le développement des microorganismes (4). L'activité de I'eau peut étre modifiée par des
procédés tels que le séchage ainsi que par addition de sels ou de sucres (7). Ces produits
regroupent un grand nombre de produits alimentaires, comme les céréales, le chocolat, la
poudre de cacao, les fruits secs, les légumes secs, la poudre d’ceufs, la farine, les herbes
aromatiques, les épices, le miel, la poudre de protéines végétales hydrolysées, la poudre de
viande, la poudre de lait, les pates, le beurre de cacahuete, les fruits a coques, les poudres pour

nourrissons ou encore les graines (Figure 1) (8).

La plupart de ces produits ne sont pas consommeés ou utilisés tels quels par les consommateurs
mais sont a nouveau introduits dans les chaines de productions alimentaires. Ils rentrent ainsi
dans la formulation d’autres produits élaborés en étant réhydratés et se retrouvent dans un
produit fini, pouvant lui aussi étre déshydraté. De plus, I’état sec permet également d’en faciliter
la manutention, le stockage et le transport (9). Ceci fait des poudres un élément clé de I'industrie

agroalimentaire (en rouge sur la Figure 2).

| |

1 Produits agricoles bruts [
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[
Structuration

Stockage

I Frais | | Process minimal |

Stockage
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I Produitalimentaire l Produitalimentaire

Produitalimentaire
—

Produitalimentaire > Consommation Produitalimentaire

Figure 2 : Les produits alimentaires secs au cceur de 'industrie agro-alimentaire, d'aprés Cuq et al. 2011 (10)



Par leur position centrale au sein de l'industrie agroalimentaire, il est clair que la qualité

microbiologique de ce type de produits soit cruciale.
1.2.0rigines de la contamination des produits secs

La contamination des PS dépend de l'historique et de Il'utilisation de ces produits. La
contamination des produits alimentaires secs est par conséquent possible tout au long de la

chaine alimentaire (4) (Figure 3).

Le type de population microbienne rencontrée sur les produits tels que les noix, les graines, les
herbes aromatiques ou encore les épices est largement influencé par la diversité des flores
microbiennes du sol et de la plante. Par exemple, la production de gingembre impose
obligatoirement un contact avec le sol, la partie consommée étant souterraine. Il est possible de
citer également les contaminations de céréales par de nombreuses bactéries ou champignons
lors de la culture en champs (4, 11). Bien que la terre (ou résidu de substrat de culture) soit
retiré en grande partie des produits bruts, il est possible que cela contamine les surfaces,

notamment dans les zones de stockage des produits ou des lignes de production (8, 11).
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Figure 3 : Voies majoritaires de la contamination pré et post-récolte des PS. En rouge: les voies de contamination

A\
M Oiseaux/Insectes

directes. En bleu : les voies de contamination indirectes

L’eau, utilisée dans les procédés agricoles et alimentaires, est une source majeure de la

contamination microbienne des installations au sein de I'entreprise mais aussi des produits



alimentaires eux-mémes. Par exemple, il est possible que les procédés agricoles tels que
l'irrigation puisse transporter des microorganismes d'un sol plus chargé microbiologiquement a
un autre. Par conséquent le type d’irrigation a un impact fort sur la charge microbienne du
produit. De plus, 'eau est aussi utilisée en post-récolte pour laver les produits, présentant ainsi
un risque de contamination supplémentaire surtout si I'eau souillée reste stagnante, favorisant

ainsi la prolifération des microorganismes (8, 11).

De méme, lors de la préparation de certains produits alimentaires, tels que les noix ou les
amandes, les coques sont retirées et de nombreux aérosols (poussieres, ...) potentiellement
porteurs de pathogenes sont produits. Ils sont difficiles a éliminer complétement de
I'environnement de production et peuvent conduire a un phénomeéne de la contamination
croisée des lots, c'est-a-dire qu'un lot contaminé en contamine un autre par l'intermédiaire des

aérosols (11).

Les animaux, comme les oiseaux, les rongeurs ou encore les insectes peuvent aussi étre des
vecteurs de contamination des PS. Ils sont tous connus pour étre largement porteurs des
microorganismes pathogenes et sont présents a proximité des exploitations agricoles. Les
conditions d’hygiéne sont importantes en industrie pour éviter leur présence (11). Dans d’autres
cas, la manutention des produits par 'homme est inévitable et devient également source de

contamination des produits.

Toutes ces informations soulignent 'importance d’un traitement de décontamination des PS

apres récolte et transformation.

Parmi 'ensemble des foyers de maladies impliquant les PS entre 2007 et 2012, 63% d’entre eux
concernaient des produits ayant recu un traitement de stérilisation. La plupart des
contaminations pré et post décontamination des PS est surtout due au phénomene de
contamination croisée sensiblement similaires a celles observées avant traitement (11, 12). Il
est clair que les voies de contamination par des bactéries pathogénes, dont Sa/monella spp. et
Cronobacter spp., sont diverses et doivent étre maitrisées par une validation du procédé de

décontamination mais également de tout I'environnement post-traitement.

Globalement, de nombreuses sources de contaminations sont envisageables lors de la
production des PS. Une fois sur le produit alimentaire, les bactéries pathogenes peuvent

persister a I'état sec pendant de longues périodes.
1.3.Persistance des bactéries dans les produits secs

Les microorganismes ont besoin d’eau disponible pour se développer et se multiplier (13). C’est
une des raisons pour laquelle le fait de diminuer I'activité de I'’eau est un moyen efficace pour

préserver les qualités microbiologiques des produits en empéchant le développement de flores



pathogénes et/ou d’altération. Cependant, méme si elles ne peuvent se développer, elles peuvent
survivre a I'état sec et étre préservées dans un état métabolique de dormance pendant de

longues périodes.

La persistance bactérienne peut se définir comme étant « la capacité d’isoler de fagon répétable
un type moléculaire ou une souche spécifique dans la méme entreprise pendant une période de
temps étendue ; typiquement des mois ou des années » (12). Pour les pathogénes, cette capacité
n’est pas surprenante au vu des environnements dans lesquels elles peuvent se retrouver au
cours de leur cycle de vie (Figure 4). Les perturbations environnementales rencontrées au cours
du cycle de vie sont aussi souvent appelées « stress » et les causes peuvent en étre diverses, et
sont présentées en rouge sur la Figure 4 lors de I'arrivée dans un nouveau réservoir (oxydation,

séchage, augmentation ou diminution de la température, acidification...) (14-16).
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l ' &>
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Détergeant Salinité

Figure 4 : Différents stress environnementaux possiblement rencontrés par Sa/monella spp. et Cronobacter spp. au
cours de leur cycle de vie

De nombreuses études se sont focalisées sur la survie de Salmonella spp. et de Cronobacter spp.
dans les environnements a faible activité de I'eau (17-24). D’autres parametres sont souvent
combinés a l'activité de I'eau comme la température de stockage ou encore I'absence et la
présence de lumieére. Le Tableau 1 montre l'influence de I'activité de I'eau et de la température
de stockage sur la persistance de Cronobacter spp. et de Salmonella spp., deux pathogénes de

I'industrie agroalimentaire, a travers quelques exemples.



Il est possible de noter que la période de persistance est longue et s’étale sur des mois voire sur
des périodes dépassant un an, comme pour Cronobacter spp. capable de survivre plus de 30

mois dans les préparations en poudre pour nourrissons (PIF, Powdered Infant Formula).

De plus, a la vue du Tableau 1, il est clair que la température de stockage du produit impacte la
survie des pathogenes, avec une diminution de la survie quand la température de stockage
augmente.

Tableau 1 : Persistance de Cronobacter spp. et de Salmonella spp. dans des produits alimentaires a faible activité de

I'eau et dans des milieux modéles

Produits alimentaires et

Microorganismes -~ 5 aw Loginitial Logfinal Réduction Durée Température Référence
milieux modeéles
Cronobacterspp. Riz pour nourrisson 0,30, 0,46, 0,69 0,31 présence 12 mois 4,21 et 30°C (25)
0,3 5 4,5 0,5 12 mois 4°C
0,3 5 2,5 2,5 12 mois 21°C
0,3 5 0,25 4,75 9 mois 30°C
0,45 5 4 1 12 mois 4°C
0,45 5 2 3 6 mois 21°C
0,45 5 0,25 4,75 3 mois 30°C
0,68 5 3,5 1,5 12 mois 4°C
0,68 5 0,25 4,75 9 mois 21°C
0,68 5 0,25 4,75 6 mois 30°C
PIF 0,27 6 2,5 3,5 23 mois Ambiante (26)
PIF NP 11 présence 30 mois  Ambiante 8
PIF NP 9 5,5 3,5 3 mois 30°C 27
TSB NP 9 7,75 1,25 3 mois 30°C
PBS ~0,2 9 8 1 23 mois 25°C (26)
~0,2 9 7 2 23 mois 45°C
S. Enteritidis PBS ~0,2 9 7,5 1,5 23 mois 25°C (26)
Noix NP g‘é‘;/f)‘)‘d‘te 9,5 9 05 4 mois 4°C 28)
NP gl;,;il)ldlte 9,5 7 2,5 4 mois Ambiante
S. Senftenberg PBS ~0,2 9 7 2 23 mois 25°C (26)
S. Typhimurium Beurre de cacahuete NP 8,51 5,35 3,16 2 mois Ambiante (29)
5{1/117011'6”3 Beurre de cacahuete standard 0,4 8 7,75 0,25 1 mois 4°C (30)
enterica
0,4 8 7,5 0,5 1 mois 25°C
Beurre de cacahuéte bio 0,4 8 7,6 0,4 1 mois 4°C
0,4 8 0,7 7,3 1 mois 25°C
Amande [0,3-0,5] 4 1 3 12 mois 24°C (31)
[0,4-0,6] 4 4 0 12 mois 4°C
Pistache entiére [0,3-0,5] 5 3 2 12 mois 24°C
[0,4-0,6] 5 5 0 12 mois 4°C
Tahini 0,17 5,6 2,6 3 4 mois 4°C (32)
0,17 5,6 1 4,6 4 mois 22°C
Noix de pécan 0,4 6 6 0 19 mois 4°C (33)
0,4 6 3 3 19 mois 21°C
0,4 6 2 4 19 mois 37°C

PIF : Powdered Infant Formula, Préparation en poudre pour nourrissons

Ainsi, non seulement les bactéries peuvent résister a la déshydratation et persistent dans les PS,
mais elles peuvent également y survivre pendant de longues périodes. Cette persistance peut
notamment s’expliquer par plusieurs phénomeénes qui ont lieu lors du passage a I'état sec des

microorganismes.



1.4.Epidémiologie des produits alimentaires secs

1.4.1. Toxi-infections alimentaires

Les Toxi-Infections Alimentaires Collectives (TIAC) correspondent a I'apparition de deux cas
infectieux groupés dont la cause est d’origine alimentaire. Toute TIAC est a déclaration
obligatoire au sein de l'autorité compétente dans le pays touché, en France il s’agit de I’Agence
nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de 'environnement et du travail (Anses). Cette
déclaration s’effectue par le médecin ou le biologiste constatant la maladie ou encore par les

occupants du foyer.

La déclaration obligatoire permet a la santé publique d’effectuer une enquéte épidémiologique
permettant d’identifier le produit alimentaire incriminé. Ensuite, des mesures sont présentées
pour éviter d’éventuelles récidives. Une synthese des TIAC est réalisée par I'Institut de Veille

Sanitaire (InVS) aprés mise en commun de toutes les données (34).

En France, certains agents infectieux sont sous surveillance épidémiologique par les Centres
Nationals de Référence (CNR). Il en existe onze veillant sur respectivement Sa/monella, les
bactéries anaérobies et le botulisme, Campylobacter spp. et Helicobacter spp., les virus
entériques, Escherichia coli et Shigella spp., Listeria spp., Trichinella spp., les staphylocoques,
Brucella spp. et Franscisella tularensis et finalement les hépatites A et E (34). Le nombre de
TIAC déclaré par an en France est en augmentation méme si 'aliment incriminé n’est testé
positif que dans 47% des cas. La contamination par un agent infectieux a lieu a 70% dans les
restaurations collectives et les foyers par ingestion d’aliments contaminés (34). De nombreux
pathogénes alimentaires peuvent survivre dans les PS pendant des longues périodes et de
nombreuses TIAC impliquent des produits alimentaires déshydratés, comme présenté dans le
Tableau 2 pour une période comprise entre 2000 et 2012. Sur cette période, 59 TIAC ont été
recensées (Tableau 2) dont 39 TIAC impliquant Sa/monella enterica, soit 66% des foyers de TIAC
dus a cette bactérie. Deux bactéries sporulées sont également impliquées, Bacillus cereus et
Clostridium spp. avec 12% et 5% des TIAC. Les STEC (Sighella Toxin Escherichia coli) sont
également retrouvées pour 10% des TIAC. Finalement, de fagcon minoritaire, Staphylococcus spp.

et Cronobacterspp. sont retrouvés a 5% et 2%.

Ainsi, Salmonella enterica est la bactérie la plus impliquée dans les TIAC engageant les produits
alimentaires secs. Cronobacter spp. est faiblement impliquée dans les TIAC mais de par sa forte
résistance aux procédés de décontamination, il représente un challenge pour l'industrie

agroalimentaire.



Tableau 2 : Liste de TIAC associées a des produits alimentaires a faible activité de 1'eau de 2000 a 2012.

Nombre de Hospitalisations

Année Microorganismes Produit alimentaire a5 Pays Références
cas (déceés)
2000 S. Enteritidis Amandes 168 USA, canada (35)
2001 S. Oranienburg Chocolat 439 EU (36)
S. Typhimurium Halva 70 EU (37-39)
S. Stanley, S. Newport Cacahueétes 109 Australie, Canada, USA (40)
Cronobacter spp. Formulation pour nourrisson 11 USA (41)
2002 S Montevideo Tahini 68 Australie, Nouvelle (42)
Zélande
S. Braenderup Curry 20 1(0) UK (43)
2003 S. Enteritidis Amandes 29 USA, canada (44)
S. Agona Thé 42 21 (0) Allemagne (45)
2004 S. aureus Poudre de lait 150 Chine ()
2005 S. Enteritidis Amandes 15 Suéde (46)
S. Typhimurium Préparation pour giteau 26 USA (47)
2006 S. Tennessee Beurre de cacahuete 628 USA (48)
2007 B. cereus Riz, graines, amandes, noisettes 62 EU (49)
E. coli STEC Riz, graines, amandes, noisettes 45 EU (49)
Salmonella spp. Riz, graines, amandes, noisettes 34 EU (49)
S. aureus Riz, graines, amandes, noisettes 26 EU (49)
Staphylococcus spp. Riz, graines, amandes, noisettes 120 EU (49)
S. Weltevreden Graines de luzerne 25 Scandinavie (50)
B. cereus Riz soufflé 8 USA (51)
S. Schwarzengrund Pet food 62 USA (51)
Salmonella spp. Chocolat et sucreries 242 EU (52)
Salmonella spp. Riz impérial 27 USA (51)
S. Tennessee Beurre de cacahuete 425 USA (51)
S. Wandsworth Snack a base de riz et de blé 75 USA (53)
S. Wandsworth Mixe d'assaisonnement 69 6 (0) USA (54)
S. Typhimurium Mixe d'assaisonnement 18 2(0) USA (54)
B. cereus Mélange d'épice pour couscous 146 0 France (43)
S. Senftenberg Graine de fenouille 14 4 Serbie (55)
2008 Salmonella spp. Riz, graines, amandes, noisettes 2 EU (52)
S. Rissen Poivre blanc moulu 87 22 (D) USA (43)
B. cereus Riz 10 USA (11)
C. perfringens Riz espagnol 2 USA (56)
S. Kedougou Aliment pour nourrissons 42 Espagne (57)
S. Agona Riz soufflé 28 USA (58)
S. Enteritidis Riz 82 USA (11)
Salmonella spp. Chocolat et sucreries 4 EU (52)
Salmonella spp. Aliment pour nourrissons 8 France (59)
S. Typhimurium Beurre de cacahuete 714 USA (60, 61)
C. botulinum Beurre de cacahuete 5 Canada (62)
S. Give Formulation pour nourrisson 8 France (63)
2009 E. coliO157:H7 Pate a cookies crue 76 USA (64)
B. cereus Riz 28 USA (11)
S. Montevideo Pistaches grillées USA (11)
S. Enteritidis Riz soufflé 11 USA (11)
S. Senftenberg Poivre noir 11 USA (65)
2010 S. Montevideo Poivre noir 272 52 (0) USA (65)
B. cereus Riz 131 USA (11)
C. botulinum Tofu séché Taiwan (11)
B. cereus Poivre blanc 112 0 Danemark (43)
2011 E. coli0104:H4 Graines de fenouille 4321 Allemagne (66)
E. coli0157:H7 Noix 11 Canada (11)
E. coli0157:H7 Noisettes 8 USA (67)
S. Enteritidis Pignons de pin 43 USA (68)
2012 S. Bredeney Beurre de cacahuete 42 USA (69)
S. Infantis Pet food 49 USA (70)
S. Oranienburg Poudre de lait 16 Russie (71)




Globalement, les TIAC impliquant les PS ont une incidence constante dans le temps avec de
nombreux foyers a travers le monde. De par la propriété des PS développée précédemment, ils
peuvent étre la source de contaminations de nombreux autres produits et ainsi ne pas étre

identifiés comme « source » de TIAC (4).

En plus des cas de TIAC a travers le monde, les produits alimentaires font régulierement 1'objet
de rappel de produits alimentaires. En effet, les maitrises des dangers et les autocontroles
présents au quotidien dans les industries agro-alimentaires font que la qualité microbiologique
des produits est de plus en plus maitrisée mais le risque zéro n’existe pas. Il est possible de
rencontrer des problémes sanitaires avant déclaration de TIAC. Quand un danger pour le
consommateur a été identifié, I'entreprise identifiant le probléme ou les autorités sanitaires
effectuent un rappel du produit alimentaire en question a I'échelle nationale ou internationale

représentant un impact financier lourd pour les industries agroalimentaires (72).
1.4.2. Historique des rappels de produits contaminés

En France, la liste des produits ayant fait I'objet d'un rappel est disponible sur le site internet de
la Direction Générale de la Concurrence, de la Consommation et de la Répression des Fraudes

(DGCCRF).

Tout comme les autres produits alimentaires, les PS font I'objet de rappels réguliers. Le Tableau
3 recense le nombre de produits alimentaires déshydratés rappelés en France et aux USA depuis
2007.

Tableau 3 : Différents produits alimentaires déshydratés rappelés ces cing derniéres années en Union Européenne et

aux USA de 20102 2015

Année  Microorganismes Produits alimentaires rappelés Pays Références
2010 Salmonellaspp.  Ail en poudre, Bretzels, Chips, Croustilles de mais, Dip mix, Epices, Farine de soja, Frites, Frites gout ~ USA (73)
barbecue, Graine de sésame, Graines de poivre, Mélange de pates, Mélange de snack, Mélange
d'oignons, Mélange pour sauce, Mélange pour soupe, Mélanges a gateau, Mélanges contenant des
bretzels, Mixe d'assaisonnements, Mixe d'assaisonnements salés, Noix, Noix de muscade, Noix non
décortiquées, Nouilles aux ceufs, Peet food, Pistaches, Pistaches entiéres, Poivre noir

L. monocytogenes Beurre de cacahuéte et autre USA
2011 E. coli0157:H7 Mélange de fruit a coque USA (73)

Salmonella spp. Beurre de cacahuete, Farine de soja et produit a base de soja, Graines de céleri bio, Pet food, Pignon =~ USA

de pin, Poudre de protéine, Poudre pour chili, Thé bio a la menthe poivrée

2012 E. coli0157:H7 Graines de caco bio USA (73)

L. monocytogenes Pop corn USA

Salmonella spp. Crackers, Formulation a base de prébiotiques en poudre, Pet food, Poivron rouge USA
2013 Salmonella spp. Mélange pour gateau, Origan en poudre, Pet food, Pistache, Pistache grillée, Tahini USA (73)

L. monocytogenes Graines de tournesol USA
2014 Salmonella spp. Beurre de noix, Divers produits de snack, Farine de blé complet, Graine de chia, Graines de poivre USA (73)

noir, Noix de macadamia, Noix et noisette pour cookies, Origan en poudre, Pet food, Poudre de
caroube, Poudre de protéines, Poudre pour chili, Roucou haché
2015 Salmonellaspp.  Ail en poudre, Assaisonnement, Coriandre en poudre bio, Différents produits a base de poudre d'ail, =~ USA (73)
Farine, Flocon d'avoine bio, Graines de lin moulues, Mélange de fruit a coque, Mélange de graines,
Noix, Noix de cajou, Noix de coco, Noix de macadamia, Noix hachée, Pet food, Pignon de pin
Salmonella spp. Gingembre moulu France

L. monocytogenes Pet food USA (73)
Toxine de S. aureus Poudre de protéine USA (73)




Il ressort de ce tableau que le nombre de rappels de produits est supérieur au nombre de TIAC
recensées (voir Tableau 2) montrant un systéeme efficace de détection des pathogenes
alimentaires. Cependant, le nombre de rappels de produits est considérable avec plus de 91
types de produits. La premiére bactérie contaminante est Salmonella spp., représentant 84
produits rappelés sur les 91 de 2010 a 2015, soit 92% des produits (Tableau 3). Les autres
causes de rappel sont L. monocytogenes, E. coliSTEC ou encore les produits contaminés avec des
toxines de S. aureus. Une fois rappelés, les produits alimentaires sont détruits. Par conséquent,
cela représente une perte économique importante pour les entreprises ainsi qu'un gaspillage de

produits alimentaires.

Parmi les PS, certains sont destinées a I'alimentation infantile et soumis a une réglementation

particuliere.
1.4.3. Le cas des produits alimentaires pour nourrissons

L’alimentation pour nourrissons représente une gamme particuliere des PS. La sécurité des
aliments est d’autant plus importante que cette partie de la population est hautement vulnérable
face aux infections, de par leur systéme immunitaire et leur flore intestinale en développement
(74). Par exemple, il est connu que la salmonellose, maladie causée par Sa/monella spp., touche
plus fortement les populations de 0 a 4 ans, la tranche d’age la moins touchée étant les

personnes agées de 25 a 44 ans comme le montre la Figure 5.
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Figure 5 : Distribution du nombre de cas de salmonellose pour 100 000 habitants en fonction de 'dge de la population
pour I'Union Européenne en 2008 (52)

Pendant les premiers mois, les nourrissons sont nourris au lait maternel, au lait infantile ou
encore aux préparations en poudre pour nourrisson (Powdered Infant Formula, PIF) a base de
lait (74). Ces types de produits ne sont, en général, pas stériles et leur niveau de contamination

est établi par le Codex Alimentarius (74).



De 2004 a 2006, un travail commun entre la FAO (Organisation des Nations unies pour
I'alimentation et l'agriculture) et I'OMS (Organisation Mondiale pour la Santé) a permis de
montrer que plusieurs bactéries pouvaient étre isolées des produits en poudre pour nourrissons
en lien avec des infections chez les trés jeunes enfants. Les deux grands pathogenes d’'intérét
sont Salmonella enterica et Cronobacter spp.. Finalement, les critéres microbiologiques ont été
révisés en 2008 concernant ces produits suite a la prise de conscience de l'importance des
infections néonatales a Cronobacter spp.. Ces criteres sont présentés dans le Tableau 4 dans
lequel il ressort que ces deux bactéries doivent étre absentes des PIF (74, 75).

Tableau 4 : Critéres microbiologiques concernant les deux pathogénes principaux des produits en poudre pour

nourrisson (75)

Nombre maximal d’échantillon Limite de bactéries
Microorganismes Nombre d’échantillons Echantillon
défectueux autorisés détectées autorisées
Salmonella enterica 60 0 25g 0
Cronobacterspp. 30 0 10g 0

Cette norme « absence/présence » nécessite la vérification de l'innocuité par une méthode
d’échantillonnage adaptée permettant de ne pas passer a c6té de la contamination bactérienne.
Cependant, plusieurs études effectuées dans différents pays révelent que la contamination a

Cronobacterspp. n’est pas completement maitrisée (Tableau 5).

Tableau 5 : Prévalence de Cronobacterspp. dans les PIF (74)

Pays Prévalences Prévalence (%) Niveau de contamination
Bangladesh 1/32 3 ND
Brésil 12/42 29 0,54 MPN/100g>
Indonésie 10/74 14 ND
Jordanie 1/69 1 ND
Japon 4/61 7 0,36 MPN/100g
Corée 4/75 5 3,6-23 UFC/100g®
Corée 7/102 7 ND
Nigéria 20/70 29 ND
Royaume-Uni 2/82 2 ND

a. Nombre d’échantillons positifs sur nombre d’échantillons totaux
b. MPN : Most Probable Number, quand les analyses sont effectuées a I'aide de méthodes de biologie moléculaire
c. UFC : Unité Formant Colonie, quand les analyses sont effectuées a 'aide de méthodes classiques de microbiologie

En effet, dans les pays présentés dans le tableau précédent, il ressort que la présence de
Cronobacter spp. peut constituer 30% des échantillons testés donc présentant un risque pour les
nourrissons. Si ’on recense, parmi les TIAC impliquant les produits alimentaires déshydratés, les

TIAC chez les nourrissons, le Tableau 6 peut étre dressé.



Tableau 6 : Résumé des TIAC chez les nourrissons dues a la consommation de PIF contaminée

Année Produit Pathogene Nombre de cas Pays Références
1973 Poudre de lait S. Derby 3000 Trinidad (76)
1985 Poudre de lait S. Ealing 76 Royaume Uni 77)
1986 PIF Cronobacterspp. 3 Islande (78)
1988 PIF Cronobacter spp. USA (74)
1993 PIF S. Tennessee >3 Canada, USA (79)
1995 Céréales pour nourrissons S. Senftenberg 5 Royaume Uni (80)
1996 PIF S. Virchow >48 Espagne (81)

PIF S. Antanum 17 Royaume Uni, France (82)

1998 PIF Cronobacterspp. 12 Belgique (83)
2000 PIF S. London 31 Corée (84)
2001 PIF Cronobacter sakazakii 11 USA (83)
2004 PIF Cronobacter spp. 9 France (85)
PIF S. Agona 141 France (74)

Poudre de lait S. aureus 150 Chine ()

2008 PIF S. Give 8 France (63)
PIF S. Kedougou 42 Espagne (57)

2012 Lait en poudre S. Oranienburg 16 Russie (71)

Il ressort de ce tableau que parmi ces TIAC, Sa/monella enterica et Cronobacter spp. sont

particuliéerement incriminés.

Certaines TIAC peuvent toucher de nombreux nourrissons comme par exemple en 2004 avec

141 cas de salmonellose en France dus a la consommation de préparations en poudre pour

nourrissons. Ainsi, les TIAC persistent malgré la tolérance zéro des autorités sanitaires,

certainement a cause des méthodes de détection de Salmonella spp. et Cronobacterspp..

L’ensemble de ces données permet de concevoir aisément le role clé des produits
alimentaires déshydratés dans la chaine alimentaire mais également de constater
qu’ils peuvent présenter un risque pour le consommateur. En effet, des bactéries
potentiellement pathogenes, telles que Cronobacter spp., peuvent persister des mois
voire des années sur des produits a faible aw. C’est notamment pour cette raison que
les produits secs sont régulierement impliqués dans des toxi-infections alimentaires
collectives. Ils peuvent étre porteurs de Sa/monella enterica impliquée dans plus des
deux tiers des cas de toxi-infections alimentaires qui ont eu lieu entre 2000 et 2012.
Parmi les produits secs, un cas particulier ressort, les produits alimentaires pour
nourrissons. Pour envisager d’éliminer ces bactéries des produits alimentaires a faible
aw, il est nécessaire d’avoir des connaissances sur leurs mécanismes d’acclimatation a
la déshydratation ainsi que leur impact sur la physiologie bactérienne. Il est
également possible de se demander si cette acclimatation a I'état sec peut influer sur
leur virulence et sur leur résistance ultérieure a des procédés thermiques de

décontamination.




2. Salmonella enterica et Cronobacter spp. deux bactéries

contaminantes des produits secs

2.1.Salmonella enterica et Cronobacter sakazakii

2.1.1. Salmonella enterica, bactérie pathogene courante de lindustrie

agroalimentaire

Parmi les pathogenes retrouvés dans les TIAC impliquant les produits secs, .S. enterica a la plus
grande incidence en Europe. Bien que les cas de salmonellose diminuent chaque année, elle est
impliquée dans plus de 100 000 cas en Europe par an, tous produits alimentaires confondus, et
est la deuxiéme bactérie impliquée dans les TIAC apres Campylobacter spp. (52). A travers le
monde, 93,8 millions de cas sont rapportés chaque année et le nombre de déces est de 155 000

par an (86).
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Figure 6 : Représentation schématique de la position du genre Sa/monella spp. et de sa subdivision en espéces et sous-
especes (87)

Salmonella spp., nommées ainsi en ’honneur du médecin vétérinaire Daniel Elmer Salmon, ont
été découvertes en 1889 et sont des bacilles a Gram négatif, de la famille phylogénétique des
Enterobacteriacea, d’environ 2 a 5 um de long pour 0,5 a 1,5 pm de largeur. Le genre Salmonella
a divergé d’'un ancétre commun avec Escherichia coli il y a 100-160 millions d’années. Les
membres de ce genre sont généralement mobiles avec une ciliature péritriche (87). Elles sont
anaérobies facultatives et ne fermentent pas le lactose. Leur température optimale de croissance
est comprise entre 35 et 37°C mais elles peuvent croitre entre 5 et 50°C. De plus, elles peuvent

se développer jusqu’a une activité de 'eau minimale de 0,94 (88-90).



Le genre Sa/monella a souvent été sujet a des remaniements et est actuellement divisé en deux
especes, toutes potentiellement pathogenes : Sa/monella bongori, et Salmonella enterica (Figure

6).

Salmonella bongori est une espeéce établie en 2005 apres une réévaluation de la nomenclature
des Salmonella spp, étant auparavant une sous-espece de Salmonella enterica, longtemps
considérée comme la seule espece du genre. S. enterica est divisée en six différentes sous-
especes : enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae et indica. Les sous-especes sont a leur
tour divisées en sérotypes en fonction de leurs antigénes somatiques (0) et flagellaires (H) (91).
Le nombre de sérotypes est différent en fonction de chaque sous espece, enterica étant la sous-
espece en possédant le plus comme le montre le Tableau 7 avec 1531 sérotypes connus. Il
ressort en particulier que la sous-espéce enterica est celle qui comporte le plus de sérotypes

différents, soit environ 59% des sérotypes de Sa/monella spp. connus a ce jour.

Tableau 7 : Répartition des sérotypes connus en 2007 en nombre dans le genre Sa/monellaspp. (91)

Espéce Sous-espéces Nombre de sérotypes

Salmonella enterica 2557
S. enterica subsp. enterica 1531

S. enterica subsp. salamae 505

S. enterica subsp. arizonae 99

S. enterica subsp. diarizonae 336

S. enterica subsp. houtenae 73

S. enterica subsp. indica 13

Salmonella bongori 22
Total 2579

Initialement, les sérotypes appartenant a la sous-espece enterica ont été nommeés en fonction
des aspects cliniques provoqués. Par exemple, Sa/monella enterica subsp. enterica serovar.
Typhimurium, d’abréviation S. Typhimurium, a été appelée ainsi car elle provoquait la fievre
typhoide chez les souris (Typhi-murium). Etant donné qu’il n’existe pas d’hdte spécifique aux
Salmonella spp., les sérotypes ont été par la suite appelés en fonction de la ville dans laquelle
elles ont été découvertes (. London, S Newport, ....) (87). L’ensemble des sérotypes connus a ce
jour sont rassemblés dans le schéma de Kauffmann-White-Le Minor qui est régulierement mis a

jour.

Le réservoir principal de Salmonella spp. est le tractus digestif des mammiferes et des oiseaux.
Certaines souches peuvent étre isolées d’autres animaux tels que les reptiles, les insectes et les
animaux aquatiques. Une fois excrétée par son hote, elle contamine I'environnement (eau, sol,
plantes, etc...) ou elle peut survivre pendant des mois et passer a I'hdte suivant (89). Il existe une

exception, S. Typhi, dont 'homme est 'unique réservoir.

La maladie associée est la salmonellose, dont la salmonellose non-typhique et la salmonellose

typhique. Cette derniere est uniquement due aux sérotypes Typhi et Paratyphi de la sous-espece



enterica et se transmet de personne a personne ou par consommation d’eau ou d’aliments
contaminés par des selles de personnes infectées (92, 93). Les salmonelloses non-typhiques sont
les plus représentées et sont causées par les autres sérotypes de Sa/monella spp.. L’aliment est
vecteur de transmission dans 96% des cas de salmonellose (13). Elle se caractérise par
I'apparition d'une gastroentérite aigué environ 12 a 36 h apres la consommation de I'aliment
contaminé. Les principaux symptémes sont des nausées, des vomissements, des crampes
abdominales, des diarrhées, des maux de téte, des frissons et de la fievre, en général, entre 39 et
40°C. La durée des symptomes est le plus souvent comprise entre 5 et 7 jours mais la durée de
contagion est de plusieurs semaines. C’est une maladie a issue favorable mais quelques
complications existent, menant a I'hospitalisation de 22% des patients, comme la bactériémie
(passage des bactéries dans le sang) dans 3 a 10% des cas et une déshydratation sévere.
Cependant, le taux de mortalité de cette maladie est faible, soit 0,8% des personnes atteintes

(13). Il existe également une forme asymptomatique de la maladie.

La relation dose-réponse (nombre de bactéries nécessaires pour déclencher la maladie) est mal
connue et surtout difficile a établir pour le genre a la vue du nombre de sérotypes. Par exemple,
concernant la relation dose-réponse, 'OMS indique que la dose de S. Enteritidis provoquant des
troubles chez 50% des consommateurs, est de 'ordre de 10 000 bactéries, mais ne conclut pas
sur le caractere extrapolable de cette relation aux autres sérotypes. Cependant, une méta-
analyse récente indique que la dose infectieuse causant la salmonellose chez 50% des sujets
exposés serait de I'ordre de quelques dizaines de bactéries pour les sérotypes Typhimurium et
Enteritidis, quelle que soit la population exposée. Ces deux sérotypes de I'espéce enterica sont
les plus impliqués dans les TIAC avec une variation de leur prédominance respective en fonction
de I'année et de la zone géographique. Globalement, le nombre de foyers de salmonelloses par an
est en diminution progressive méme si récemment un variant du sérotype Typhimurium, variant

monophasique, est en constante augmentation (92, 93).

Depuis de nombreuses années, I'élimination des Sa/monella spp. dans les produits alimentaires
est un challenge industriel (92). Son absence dans les produits alimentaires doit étre vérifiée
avant mise sur le marché (au minimum : absence dans 10 fois 25 g de produit). Cependant, ce
n’est pas le seul pathogéne pouvant étre présent dans les produits alimentaires secs et, parmi
eux, il est possible de retrouver Cronobacter spp. qui est tres persistant dans les PS et qui

présente un risque fort pour les populations sensibles comme les nourrissons.
2.1.2. Cronobacter spp., pathogéne émergent de I'industrie agroalimentaire

Les infections a Cronobacter spp. sont peu répandues mais représentent un challenge pour les
industries agroalimentaires productrices d’aliments pour nourrissons tels que le lait en poudre

ou les PIF (74).



Les Cronobacter spp., nommées ainsi en référence au dieu Cronos de la mythologie grec qui
mangeait ses enfants, ont été définis comme nouveau genre en 2008. Ils étaient auparavant tous
rassemblés sous l'espéce Enterobacter sakazakii. Le genre Cronobacter rassemble des bacilles
Gram négatifs de la famille phylogénétique des Enterobacteriacea d’environ 1 a 3 pm de long
pour 0,5 a 1,5 um de largeur. Les membres de ce genre sont généralement mobiles avec une
ciliature péritriche. IIs sont anaérobies facultatives, ne fermentent pas le lactose et sont oxydase-
négatives. Leur température optimale de croissance est d’environ 39°C mais peuvent se

multiplier entre 5,5°C et 47°C (94).

En 2007, le genre Cronobacter a été proposé comme divisé en six especes: (. sakazaki,
C. malonaticus, C. turicensis, C. muytjensii, C. dublinensis (divisée en 3 sous especes) et
C. genomospecies 1. Exceptée la derniere, toutes ces especes, isolées chez I’'Homme, sont classées
comme pathogenes opportunistes. Les isolats associés aux cas de méningites néonatales
appartiennent aux espéces C. sakazakii, C. malonaticus et C. turicensis (94). Depuis 2012, une
nouvelle espece a été identifiée C. condimenti (portant le genre a 7 espéces) et . genomospecies
[ a été renommé C. universalis (95) (Figure 7). Contrairement a Sa/monella spp., aucun schéma

de sérotypage n’est connu pour ce genre bactérien a I’heure actuelle.
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Figure 7 : Représentation schématique de la position du genre Cronobacter et de sa subdivision en espéces et sous-
especes (94)

Cronobacter spp. est une bactérie tellurique ubiquitaire qu’il est possible de retrouver a la fois
dans l'eau, les sols, les végétaux, les poussieres mais aussi dans un grand nombre d’étres vivants
qui sont généralement les vecteurs de contamination. Cronobacter spp. est également isolé d'un

grand nombre d’aliments transformés (déshydratés, fumés, congelés, fermentés, crus ou cuits)

(13).



by

La maladie associée a Cronobacter spp. se transmet uniquement par voie alimentaire et la
transmission de personne a personne n’est pas démontrée. Cronobacter spp. étant un pathogene
opportuniste, sa population cible est représentée en grande majorité par les nourrissons (en
particulier les prématurés ou hypotrophes) et, en moindre partie, par les personnes agées ainsi
que les adultes immunodéprimés. L’apparition des symptomes a lieu entre 6 et 15 jours apres
I'ingestion d’aliments contaminés (96, 97). La Figure 8 représente les différents symptémes de la
maladie en fonction de la population. Le principal symptdme chez le nourrisson est la méningite,

avec 41% des cas, et chez ’adulte une colonisation du tube digestif, avec 35% des cas.

Nourrissons Adultes

41%

18%
® Méningite ® Bactériémie ® Absces ® Colonisation ® Bactériemie

Entérocolite nécrosante Autres (absces, conjonctivites, ...) Ostéomyélite Pneumonie Autre (ulcéres, ...)

Figure 8 : Représentation des symptomes en fonction de la population atteinte par Cronobacterspp. (13)

La durée des symptdmes est variable en fonction de la forme clinique de la maladie. Chez les
nourrissons, le taux de létalité est compris entre 40 et 80% en fonction de l'espece de
Cronobacter spp. impliquée, par exemple, le taux de 1étalité de C sakazakii est de 80%. Des
complications peuvent aussi avoir lieu comme des séquelles neurologiques séveres
(hydrocéphalie, ...) ou un retard de développement. Les conséquences chez I'adulte sont, quant a
elles, mal connues. Il existe également une forme asymptomatique de la maladie. La relation
dose-réponse n’est pas connue. Globalement, le nombre de foyers de TIAC a Cronobacter spp.
déclarés reste relativement faible avec environ 6 nouveaux cas par an a travers le monde.
Cependant, la prise de conscience de I'importance de la maladie étant relativement récente, la

déclaration n’est pas réglementée et le nombre de cas est certainement sous-estimé (13).

Ces deux bactéries sont réguliérement retrouvées dans des PS ou dans des TIAC impliquant ce
type de produits alimentaires. Elles ont donc dii s’acclimater a des quantités tres faibles en eau,

c’est-a-dire s’acclimater a un séchage.



2.2.Séchage/réhydratation de Salmonella enterica et Cronobacter spp.

La survie des pathogenes, et notamment de S. enterica, a été grandement étudiée dans des
produits tels que le chocolat ou les amandes, méme si beaucoup de questions restent sans

réponse (98).
2.2.1. Les échanges d’eau entre la cellule et son environnement lors d’un

séchage et d’'une réhydratation

De maniere générale, le séchage suivi d’'une réhydratation peut étre décomposé en plusieurs

étapes présentées en Figure 9 (19, 98-101) :

i.  Le séchage initial en milieu liquide (Figure 9 (1)): C'est la premiére phase de retrait
d’eau des cellules qui doivent répondre rapidement pour réduire la perte de turgescence
et les dommages occasionnés sur la membrane. Cette premiére phase correspond a un
stress osmotique. En effet, lors d'un séchage, le milieu a forte activité de I'’eau (le produit
alimentaire ou une suspension de microorganismes par exemple) est mis en contact avec
un air a faible activité de 1'eau ce qui va engendrer des mouvements d’eau du milieu a
forte activité de l'eau vers l'air. Dans le cas ou l'air est en exces, il est possible de
considérer que le séchage du milieu a forte activité de 'eau s’effectue jusqu’a atteindre

I'activité de I'eau de I'air.
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Figure 9 : Représentation schématique des différentes étapes se produisant lors d'un séchage suivi d’'une réhydratation

ii.  Le séchage en milieu solide humide (Figure 9 (2)) : Cette phase correspond a un contact
direct des cellules avec l'air et en particulier avec les especes réactives de 1'oxygéne

(Reactive Oxigen Species, ROS), provoquant un stress oxydatif.



iii.  La réhydratation (Figure 9 (3)) : Cette étape est indissociable du séchage a proprement
parler. Lors de cette étape, les cellules seches sont mises en présence d’eau créant un
stress hypoosmotique. En effet, elles sont mises en contact avec un milieu a forte activité
de l'eau, ce qui va engendrer des mouvements d’eau du milieu de réhydratation vers le

produit et les microorganismes.

Plusieurs méthodes industrielles permettent de sécher les produits alimentaires sont
couramment utilisées. Parmi elles, il est possible de citer le lit fluidisé, 'atomisation et la

lyophilisation.

Durant ces trois périodes, certains mécanismes actifs et passifs se mettent en place favorisant la

survie de la cellule a cet ensemble de stress que constitue un cycle de séchage /réhydratation.
2.2.2. Résistance des bactéries au séchage

2.2.2.1. Mécanismes actifs de la résistance au séchage

Un changement de pression osmotique aboutit a un passage des molécules d’eau a travers la
membrane du cytosol vers le milieu extracellulaire, en passant directement au travers des
membranes interne et externe ou en passant vers le milieu extérieur grace a des protéines
membranaires, les aquaporines. Ce changement d’osmolarité implique I'activation de réponses

physiologiques et génétiques rapides pour contrebalancer cette perturbation (102, 103).

Chez Salmonella spp., le changement de pression osmotique provoque 'activation de nombreux
génes et notamment de 'opéron kdpFABC qui code pour un systéme de transport a haute
affinité pour I'ion potassium (K+) (86, 102). En conséquence, il y a une accumulation de K+ et de
glutamate, servant de contre-ions, dans le cytosol. Cette réponse est également observée chez
Cronobacter spp., bien que les voies de régulation chez cette bactérie soient moins bien connues.
Une analyse in silico permet de constater la présence de nombreux genes analogues a ceux
impliqués dans la réponse au stress chez Escherichia coli (104), eux-mémes analogues a ceux
présents chez Sa/monella spp. Cependant, cette accumulation est temporaire et est suivie par
une accumulation de solutés compatibles, peuvent étre cités a titre d’exemple: la proline, la
glycine bétaine, 1'éctoine ou encore le tréhalose (102). Ce sont des composés organiques
importés du milieu extérieur ou synthétisés de novo. L’accumulation d’'osmoprotectants permet
aux bactéries de maintenir une turgescence idéale. Leur role, qui mime celui de I'eau, est de
stabiliser les molécules comme les protéines et les phospholipides (98, 105), comme présenté en

Figure 10.



Figure 10 : Schéma de la stabilisation d'une protéine par les osmoprotectants (d’aprés (105)). 1: Perte d’eau,
dénaturation de la protéine. 2 : Présence de solutés compatibles, stabilisation de la structure de la protéine

C’est pourquoi de des transporteurs se trouvent en grande quantité sur la membrane interne
(Figure 11) pendant une période de stress, comme ProP et ProU, un transporteur ABC et un
transporteur symport a hydrogene (Ht+) (86, 102) respectivement, ainsi que OsmU, un autre
transporteur ABC (86). Ils sont tous trois capables de transporter un grand nombre de solutés
compatibles différents (102). Leur expression est augmentée pendant la dessiccation, comme le
montre une étude sur la résistance a la dessiccation chez Salmonella spp. (86, 106). De plus, les
protéines de la membrane externe OmpC et OmpF sont surexprimées, ce qui facilite 'entrée des
solutés compatibles dans le périplasme, via un systéme de régulation a deux composants
EnvZ/OmpR (86, 102, 107). En condition normale, OmpF est prédominante dans la membrane
externe mais, en cas de stress osmotique, les proportions s’inversent et OmpC devient
prédominante (86). Des protéines analogues ont été identifiées chez Cronobacter spp. par la
précédente étude in silico et leur expression a été vérifiée dans plusieurs études montrant une

surexpression de certaines protéines comme OmpC (104, 108).
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Figure 11 : Présentation des transporteurs majeurs de Sa/monella spp. impliqués dans la réponse au stress osmotique

€ == —-— -

en présence de solutés compatibles dans le milieu extérieur. a : Réponse primaire, entrée de K+. b : Réponse secondaire :
Entrée de solutés compatibles

Si ces molécules ne sont pas disponibles dans le milieu extracellulaire, Sa/monella spp. est
capable de synthétiser du tréhalose comme osmoprotectant par une voie alternative au cycle de
Krebs. L’activation de 'opéron otsBA va permettre la traduction des protéines impliquées dans

la synthese du disaccharide, la tréhalose-6-phosphate phosphatase et la tréhalose-6 phosphate



synthétase (86, 102, 103, 107, 109, 110). La régulation de l'opéron otsBA se fait par
I'intermédiaire d'un facteur de transcription, le facteur o5 (102). De plus, I'étude in silico (104) a
révélé la présence de génes analogues a l'opéron otsBA présent chez S. enterica chez
Cronobacter spp. mais de nombreuses études montrent aussi 'accumulation de tréhalose chez
cette derniére pendant le séchage, comme montré en Figure 12 lors d’'un séchage a 25°C dans

une enceinte avec une humidité relative de 20,7% (soit une aw dans I’enceinte de 0,207) (20).
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Figure 12 : Concentration en tréhalose des cellules de Cronobacter spp. sans traitement ou apres séchage a 25°C dans
une enceinte a 20,7% d'humidité relative (d'apreés (20) )

Une récente étude sur Cronobacter spp. et E. coli sur des souches sauvages (ou « wild type »,
WT) et des souches délétées pour le géne otsA (dotsA) s’intéresse a leur survie aprés un séchage
de 46 jours dans une atmosphére a une aw de 0,23 (98). Il ressort que la survie d’E. coli est
différente d’environ 3,5 log entre le WT survivant mieux a la dessiccation et le mutant dotsA.
Cependant, pour Cronobacter spp., cette différence est moins flagrante avec un écart de moins
de 0,5 log entre le WT et le mutant dotsA. Ainsi, le réle du tréhalose dans la survie de
Cronobacter spp. a la dessiccation est moins connu. Cette production de tréhalose est reliée a
une augmentation du taux de protéines impliquées dans le métabolisme des lipides, permettant

ainsi d’augmenter la production d’énergie cellulaire.

Cependant, afin de répondre aux stress, les bactéries doivent percevoir les changements
environnementaux. En ce qui concerne la perception du stress osmotique, c’est le systeme de
régulation a deux composants EnvZ/OmpR qui est impliqué, ou EnvZ est le senseur et OmpR le
régulateur de réponse (102, 111-116). EnvZ est une protéine dimérique enchassée dans la
membrane interne par deux domaines transmembranaires, elle contient un domaine
périplasmique et un domaine cytoplasmique dans chaque sous-unité, comme présenté en Figure

13 (113).



Osmolality

Figure 13 : Modéle d'étirement-relaxation pour les domaines cytoplasmiques de EnvZ lors des changements osmotiques,
repris de (113). En orange : résidus histidine

Lors des changements d’osmolarité du milieu extérieur (augmentation de la pression
osmotique), 'eau sort passivement depuis l'intérieur des cellules bactériennes vers le milieu
exterieur. Le domaine cytoplasmique de la protéine transmembranaire est alors soumis a des
changements dans les liaisons hydrogenes (ou liaisons H) et prend confitguration repliée
facilitant I'autophosphorylation des résidus histidines (His) et le phosphotransfert a OmpR sur
deux résidus asparates (Asp) (113, 116). Une fois phosphorilé¢, OmpR a plus d’affinité pour les
séquences des promoteurs des génes ompF et omp(, codant pour les protéines de la membrane
externe OmpF et OmpC et I'activation de genes de réponse (116). Un systeme analogue existe
pour l'activation des genes de 'opéron kdpFABC, c’est le systéme KdpD/KdpE (102, 117), ou
KdpD est le senseur et KdpE est le régulateur de réponse, permettant ainsi la transcription de

I'opéron kdpFABC et la production de transporteurs a K+ (117).

Chez S Typhimurium, une étude de 2005 a décrit la chronologie de I'activation des genes lors
d’un stress osmotique. Il en ressort que la transcription des génes rpoS, proU et proPF, soit
I'expression du facteur de transcription de réponse générale au stress ainsi que des
transporteurs pour les solutés compatibles, est induite dans les premiers instants du stress
(détectés a partir de 3 min de stress). L’activation de 'opéron kdpFARBC, pour favoriser l'entrée
de Kt, est plus tardive, suivie de l'activation de l'opéron otsBA et des genes impliqués dans
I'importation des solutés compatibles (118). Cette étude est effectuée lors d'un choc osmotique
dans du NaCl (Chlorure de Sodium) a 0,3 M. Il est donc possible de penser que les ARN transcrits
soient différents ou exprimés de facons différentes lors d'un séchage. Il ressort tout de méme
que cette réponse est relativement rapide avec I'activation des derniers opérons impliqués apres

10 min de choc osmotique (118).

Le géne rpoS est un gene codant le facteur de transcription RpoS ou 038 ou encore oS. Il a été
rapidement décrit comme intervenant lors de la réponse au stress nutritif puis pour de
nombreux autres stress. oS va permettre la transcription de nombreux genes en réponse aux

stress en se fixant a une séquence de 'ADN reconnue (promoteur). L’ARN polymérase, enzyme



responsable de la transcription de I’ADN en ARNm, va se fixer au facteur de transcription oS et
induire l'initiation de la transcription du géne situé en aval du promoteur (14). En condition de
croissance idéale, un facteur de transcription est aussi nécessaire pour la transcription des
génes. Il s’agit d'un facteur de transcription standard, le facteur oP ou 670. Ainsi lors d’un stress,
oS et oP entrent en compétition et augmentent la transcription des génes appartenant aux
régulons de RpoS (14, 119). De par son rdle clé lors de la réponse au stress, rop$ est soumis a
une régulation complexe pas encore totalement élucidée, mais la transcription, la stabilité, la

translocation et la protéolyse permettent de réguler 'expression de ce gene (14, 120-125).

Lors d’'un séchage, I'expression de of est augmentée sous le controle de oS. Etant donné que ce
facteur de transcription active également la réponse au stress oxydatif, une production de
transcrits et de protéines impliquées dans la réponse au stress oxydatif prend place pendant un
stress osmotique (86, 99, 100, 102, 104, 107). Ceci induit une résistance accrue pour la
deuxieme partie du séchage, phase pendant laquelle peu de mécanismes actifs peuvent prendre
place vue la faible activité de 'eau (102). Dans le régulon de oE, les génes sont impliqués dans le
métabolisme énergétique, dans la synthese des protéines, dans le transport des protéines ainsi
que dans leur fixation. Une étude montre que le nombre de génes régulés par of est d’environ
150 en fonction du milieu utilisé dont certains sont clés pour la résistance au séchage (126). Par
exemple, le géne fnr code pour un régulateur transcriptionnel sensible a I'oxygéne, le FNR
(Fumarate and Nitrate Reduction protein). C’est un régulateur de transcription globale qui est
impliqué dans de nombreux processus cellulaires comme la mobilité ou encore la virulence chez
Salmonella spp.. FNR percoit I'oxygene par un passage du cluster dimérique [4Fe-4S] en cluster
monomérique [2Fe-2S]. La mutation du géne fsir diminue grandement la survie de Sa/monella

Spp. pour atteindre un état sec mais aussi sa persistance a sec (102, 107).

De maniére globale, la réponse active de S. enterica et Cronobacter spp. a la dessiccation est un
phénomeéne complexe faisant intervenir rapidement de nombreux génes et de nombreuses
protéines. Bien que toutes ces réponses cellulaires ne soient pas encore identifiées, il semble

qu’elles soient différentes en fonction des milieux étudiés. (17, 86).

Au-dela des mécanismes actifs, des mécanismes passifs se mettent en place aussi bien en début
de séchage qu’en fin de séchage, lorsqu’une activité de I’eau inférieure au seuil physiologique est

atteinte.
2.2.2.2. Mécanismes passifs de la résistance au séchage
2.2.2.2.1. Mécanismes passifs en lien avec la membrane

Il est possible de distinguer des mécanismes passifs en lien avec les propriétés intrinseques de

ces bactéries, comme la composition de la surface de la cellule, ainsi que sa capacité a sécréter



une matrice extracellulaire. Par exemple, les lipopolysaccharides, composant la membrane
externe des bactéries Gram-négatives, jouent le rdle de «capteur» d’eau créant un
microréservoir autour de la cellule permettant de ralentir la sortie d’eau offrant alors un temps
supplémentaire a 'acclimatation de la bactérie (18, 102, 127). C’est également le cas d’autres
structures comme les fimbriae (molécule d’adhésion aux surfaces et aux cellules), les curlis
(fimbriae de petite taille) (102, 128) ou encore la production de cellulose, composant la matrice
extracellulaire des bactéries (128, 129). De méme, ces deux bactéries sont capables de
synthétiser des capsules constituées principalement d’exopolysaccharides et de protéines en

réseau ralentissant la sortie de 'eau (129-133).
2.2.2.2.2. Mécanismes en lien avec les macromolécules

I est admis que lactivit¢ de l'eau influence l'activité enzymatique (section 1.1). Les
macromolécules comme les protéines sont également impactées par le séchage. En effet,
'activité de ces molécules est souvent liée a des changements conformationnels qui, en absence
d’eau, ne peuvent se réaliser. En effet, I'absence d’eau va entrainer un repliement des
macromolécules empéchant ainsi 'acces du site actif aux substrats, mais également a d’autres
molécules. Dans le cadre du stress oxydatif qui a lieu lors du séchage a I’état solide, il est possible
d’imaginer que cette conformation protege le site actif des attaques de ROS, comme présenté en

Figure 14 (134).
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Figure 14 : Schéma du repliement des macromolécules en fonction de l'activité de 1'eau et les conséquences sur les

stress oxydatifs (134). Le site actif est représenté en rose.

Dans ce schéma (Figure 14), le repliement des macromolécules (en bleu) est présenté en
fonction de I'activité de I'’eau. Dans un milieu avec une activité de I'eau proche de 1, 1a molécule
possede une conformation active et son site actif (en rose) est accessible pour le substrat mais
aussi pour d’éventuels ROS présents dans le milieu. De maniére opposée, a faible activité de

I'eau, la molécule est repliée et ainsi son site actif est inaccessible. Les macromolécules passent



d’'une conformation a l'autre en fonction de 'activité de '’eau si les liaisons intramoléculaires

impliquées dans sa fonctionnalité ne sont pas altérées (134).

L’ensemble de ces mécanismes actifs et passifs de résistance au séchage et a la réhydratation
permet de concevoir aisément que S. enterica et Cronobacter spp. se retrouvent dans les PS.
Cependant, ils ne sont pas complétement suffisants pour prévenir I'inactivation bactérienne

pendant le séchage.
2.2.3. Conséquence d’'un cycle de séchage/réhydratation sur les cellules
bactériennes

Les conséquences d’'un cycle de séchage/réhydratation sur les cellules peuvent avoir lieu a

différents niveaux durant les deux phases d’un cycle.
2.2.3.1. Conséquence du séchage

Chez les bactéries, la composition lipidique de la membrane a été relativement bien définie avec
des lipides polaires présentant différents arrangements de longueur de chaine, le degré de
saturation, la conformation d'isoméres, la ramification, et une cyclisation. L'état biologiquement
actif de la membrane est un état dit liquide cristallin ou liquide désordonné (La) (Figure 15).
Ainsi, les facteurs extrinseques pouvant agir sur la membrane, tels que la température, les
changements osmotiques, les oxydants ou encore les acides, vont engendrer des changements de

propriétés des lipides.
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Figure 15 : Différentes phases membranaires rencontrées dans les membranes bactériennes (135)

Le parameétre le plus couramment mesuré des changements de phase de membrane est la
transition gel-liquide cristallin défini par la température a laquelle le point les phospholipides
entre en fusion, c’est-a-dire la température a laquelle 50% des chaines acyles sont entrées en
fusion dans la membrane. Cette température est dite « température de transition cristalline » ou
« température de transition de phase gel-liquide cristallin» (Twm, melting temperature)
caractérisant le passage d'un état rigide (phase gel) ou hautement ordonné a un état liquide
désordonné (Figure 15) (135). De plus, a la vue de la complexité des membranes bactériennes
mais aussi a la diversité des phospholipides qui la composition, il est possible de rencontrer les

deux phases au sein d'une méme cellule. Ainsi, pour maintenir un état membranaire permettant



une activité physiologique, la T, de 'ensemble des phospholipides aux seins d’'une méme
membrane est en générale maintenue a 10-15°C en dessous de la température optimale de
croissance. Par exemple, la Tr, de Sa/monella enterica serait donc de 22-27°C et de 24-29°C pour

Cronobacterspp. (136).

Dans la membrane plasmique, la déshydratation augmente les interactions de van der Waal’s
entre les tétes hydrophiles des phospholipides. Cette augmentation va promouvoir le passage
d’un état liquide-cristallin a I’état gel, c’est-a-dire la transition de phase de la membrane (136,
137). Dans le cas de déshydratations sévéres, cette transition peut conduire a une modification
de la perméabilité membranaire (138, 139), voire mener a une perte d’'intégrité membranaire,

ce qui pourrait étre une des causes de I'inactivation bactérienne pendant un séchage drastique.

Par ailleurs, le séchage engendre une sortie d’eau de la cellule, ce qui provoque une perte de
volume de la cellule. Ce phénomeéne a été notamment observé chez S. cerevisiae suite a différents
stress osmotiques, avec des intensités différentes. Il ressort que le volume cellulaire diminue, au
maximum, d’environ 50% par rapport au volume initial (140). Ce phénomene est bien étudié
chez la levure et le plus petit volume atteint est représentatif des stress hyperosmotiques de
fortes amplitudes. Lors des variations volumiques engendrées par la déshydratation, il y a donc
une augmentation du rapport surface/volume de la levure et un exces de surface membranaire
apparait, formant ainsi des replis voire des vésicules au niveau de la membrane (140, 141).
Cependant, peu d’études sont focalisées sur ce phénomene chez les bactéries, notamment des
études chez . colilors d'une déshydratation au glycérol (142) ou encore dans des milieux avec

du sucre ou du sel (139, 143, 144), comme présenté en Figure 16.
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Figure 16 : Micrographe obtenu en microscopie électronique a transmission de E. coli K12 stressée osmotiquement a
une activité de I'eau d’environ 0,750 (142)

Cette image a été prise aprés une déshydratation dans une solution eau-glycérol a une activité de
I'eau d’environ 0,750. Les bacilles n’ont pas une forme réguliére et sont légérement écrasés sur
eux-mémes et au niveau de la membrane interne, des invaginations sont notables, visibles grace
aux zones blanches dans le cytoplasme en gris foncé (Figure 16) (142). La membrane externe ne
présente pas d’invagination ou vésiculation, bien que le volume cellulaire soit diminué. Il est

possible de penser que cette vésiculation ait eu lieu vers le milieu extérieur et donc n’apparaisse



pas sur ce cliché, ceci ayant déja été observé pendant un stress (145). Une diminution du volume
cellulaire a été également montrée sur £. coli dans le cas d'un stress salin, qui abaisse également

I'activité de I'eau (139).

La structure d'une protéine est maintenue par des interactions de différentes natures: les
liaisons hydrogeénes, les interactions hydrophobes et les forces de van der Waal'’s. Ainsi, la perte
de l'eau provoquée par le séchage va altérer ces interactions et aboutir a une perte de
fonctionnalité. Cette dénaturation est souvent réversible mais peut étre irréversible. De plus,
une agrégation protéique peut étre remarquée dans certains cas de déshydratation causée par

les liaisons hydrogénes ce qui conduit a des interactions protéine-protéine.
2.2.3.2. Conséquence de la réhydratation

Peu d’études se focalisent sur I'importance de la réhydratation des pathogenes alimentaires

inclus dans des milieux secs alors que cette étape est indissociable du séchage.

Néanmoins, quelques études s’intéressent sur la réhydratation de certains microorganismes
dans des milieux a faible activité de 'eau. Par exemple, dans le cas de stress osmotique chez
Saccharomyces cerevisiae, une étude sur la perméabilité membranaire a été effectuée par
cytométrie en flux apres différents stress osmotiques pour atteindre une aw de 0,350 avec
différentes réhydratations pour augmenter l'activité de 1'eau jusqu’'a 0,595, 0,678, 0,769, 0,817,
0,865, 0,912, 0,948 et 0,990. Il ressort de cette étude que plus la différence entre la pression
osmotique du stress et la pression osmotique atteinte une fois réhydratée est grande, plus la
perméabilisation cellulaire est importante. Comme la perméabilité membranaire est en lien avec
la mort cellulaire, la réhydratation peut aussi étre une cause importante de mort cellulaire
(146). Une récente étude s’intéresse également a la réhydratation de Listeria monocytogenes
sur des surfaces en fonction de 'humidité relative de 'atmosphere a laquelle elles ont été
préalablement séchées. Deux cinétiques de réhydratation ont été testées: une réhydratation
lente et une réhydratation instantanée. Il ressort globalement une augmentation de la perte de
cultivabilité d’'un facteur 100 était obtenue avec une réhydratation instantanée par rapport a
une réhydratation lente (147). Cependant, ces études se basent soit sur des levures soit sur des
bactéries a Gram-positifs (101, 146-150). Il est donc concevable qu’une différence puisse étre
observée entre ces microorganismes et S. enterica ou Cronobacter spp.. Finalement, une étude
sur E. coli, genre phylogénétiquement proche de S. enterica et Cronobacter spp., montre une
diminution de la survie lors de cinétiques de réhydratation rapides. Dans cette étude, les auteurs
proposent le role de la vésiculation qui a lieu lors du séchage comme une cause de diminution de
la surface disponible lors de la rentrée d’eau dans la cellule au cours de la réhydratation. En
effet, lors de la réhydratation, une entrée d’eau brusque dans la cellule augmente le volume

cellulaire plus ou moins rapidement en fonction de la vitesse de réhydratation. Ainsi, plus la



réhydratation est lente plus la rentrée d’eau est longue, ce qui laisse le temps a la cellule de se
réorganiser en retrouvant une surface cellulaire adaptée et/ou en relarguant dans le milieu des
ions/solutés internalisé lors de la déshydratation (142). Cependant, peu d’études sont axées sur

la réhydratation des pathogeénes secs dans les PS.

De plus, au cours de la réhydratation, les phospholipides subissent également une transition de
phase dans le sens inverse de celle provoquée par la déshydratation. Cette transition pourrait

expliquer la fuite de solutés de la cellule aboutissant a une inactivation bactérienne.

Par ailleurs, il a été vu que cette réponse adaptative lors d’'un stress osmotique permet aussi
I'activation de la réponse au stress oxydatif, ce phénomene de réponse intégré aux stress permet

une réponse bactérienne a large spectre alors que la bactérie ne subit qu'un seul stress.
2.3.La réponse intégrée aux stress

La survie a un stress dépend de I'histoire de la bactérie. En effet, lors d’un traitement thermique
sur un produit sec, elles ont déja rencontré un stress préalable qui est le séchage. Il a
précédemment été montré que les bactéries s’étaient adaptées a ce milieu a faible activité de
I'eau mais lors de cette acclimatation, un phénoméne de cross-protection ou de réponse intégrée
s'opere également. Plus exactement, ceci signifie qu’'en réponse a une perturbation

environnementale, des réponses a large spectre vont se mettre en place.

La réponse intégrée aux stress peut prendre plusieurs formes et impliquer plusieurs acteurs

(151, 152), présentée en Figure 17 :
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Figure 17 : Phénomeénes de cross-protection connus chez Sa/monella spp.. En (a): Activation d'un géne par deux
promoteurs différents, en (b) : Versatilité du senseur, en (c) : Activation d’antagoniste de répresseur, en (d) : Activation
en cascade. En orange et en rouge: deux stress différents, en vert et rose : facteur de transcription activé par un

senseurr, en bleu turquoise : 'ARN polymérase. D’apres (151).



a. Activation d’un géne par différents promoteurs (Figure 17 (a))
Par exemple, le géne rpoH codant pour le facteur de transcription oH, qui permet I'activation des
geénes de réponse au stress thermique, possede quatre promoteurs différents. Trois d’entre eux
sont reconnus par oP et un par of. Ainsi le géne rpoH est activé par deux types de facteurs de

transcription soit deux promoteurs (Figure 17 (a)).

b. Versatilité de la molécule senseur, qui percoit les perturbations environnementales
(Figure 17 (b))

C’est le cas du facteur de transcription FNR qui active différents groupes de genes en fonction de

I'environnement. En effet, les genes activés seront différents en fonction des conditions

anaérobie et aérobie mais ils seraient aussi capables de percevoir les changements en nitrate du

milieu (Figure 17 (b)).

C. Antagonisme aux répresseurs de génes : le senseur va activer un anti-répresseur et
également une protéine de liaison a I’ADN, qui vont permettre I'activation du géne de
réponse au stress (Figure 17 (c))

Peu de schémas de cette forme sont connus a I’heure actuelle lors du séchage.

d. Activation en cascade : un activateur transcriptionnel va étre activé soit directement
par un signal de I'environnement soit par une autre molécule elle-méme produite en

réponse a un stress (Figure 17 (d))
Finalement, 'activation en cascade a également lieu pendant le séchage. Par exemple, en réponse
au stress oxydatif, of va activer o! qui lui-méme va activer de nombreux genes de réponse au
stress thermique (151, 153, 154). En effet, of est surexprimé pendant un séchage ou une
dessiccation. Par conséquent, cela entraine la surexpression de of et I'activation de nombreux
génes impliqués dans la réponse thermique. La réponse au stress thermique par of active
notamment la transcription de plus de 30 Heat Shock Proteins (HSP, protéines de choc
thermique). Elles sont généralement regroupées sous sept classes présentées dans le Tableau 8

(102, 151).

Tableau 8 : Les sept classes de HSP

Famille Note
Chaperonne Classe prédominante en terme d’expression
Protéase Permet d’éliminer les protéines dénaturées et les agrégats

Réparation de ’ADN ou ARN

Enzyme impliquée dans le métabolisme

Protéine régulatrice
Protéines de la structure cellulaire
Protéines de transport, de détoxification et de modulation de la
membrane

Protéines modifiants '’ADN et les ARN permettant de réduire les
dommages de ’ADN (méthylation...)
Trés espéce-dépendant, notamment un changement dans les
voies métaboliques
Facteur de transcription, protéine de réponse au stress
Protéines impliquées dans la structure du flagelle

Permet de maintenir la stabilité membranaire et sa fonction




Les HSP vont ainsi prévenir la dénaturation des protéines pendant le séchage, mais également
pendant le stress thermique sous-jacent. Ainsi, elles maintiennent les structures des protéines
du cytosol et de la membrane, les protégeant de la dénaturation protéique, mais également de
I'agrégation. Parmi les protéines chaperonnes, nous pouvons citer DnaK qui est I'une des plus
étudiée chez Salmonelia spp., également présente chez Cronobacterspp., qui se lie aux protéines

dénaturées, en complexe avec Dna].

Globalement, la réponse au stress chez les bactéries n’est jamais spécifique a un seul stress et va
donc engendrer une réponse générale au stress lors du séchage. Ainsi, a I'état sec, les bactéries
posséderont un pool enzymatique de réponse au stress thermique et notamment des
chaperonnes protégeant les structures telles que les protéines du cytosol et de la membrane. Ce
pool va donc accroitre leur résistance thermique et par conséquence leur inactivation sera plus
compliquée a mettre en ceuvre. De plus, il a été montré que d’autres facteurs, non développés ici,
interviennent sur la résistance au stress des microorganismes comme la phase de croissance
(155), la température de croissance (103, 156-158), la composition du milieu (27, 157, 159), le
pH (160), la souche (161), etc...

Ces deux bactéries, Salmonella spp. et Cronobacter spp., sont dites pathogénes. Un pathogéne est
un organisme capable de causer des dommages cellulaires en infectant certains tissus, causant
I'apparition de signes cliniques pouvant conduire a de la morbidité et de la mortalité. En
particulier, elles ont la capacité de se développer au sein de I'hote et sont donc entéroinvasives.
Pour ce faire, elles possedent des voies d’activation pour exprimer leur virulence. Ainsi, au vu de
la réponse intégrée aux stress, il est possible d’envisager que cette réponse intégrée interfére

avec d’autres voies métaboliques comme les mécanismes de virulence.

2.4.Salmonella enterica et Cronobacter spp. deux bactéries

entéroinvasives

2.4.1. La virulence chez Salmonella spp.

La virulence et les mécanismes impliqués dans la virulence de Sa/monella spp. ont été largement
étudiés depuis sa découverte. Nous allons détailler uniquement le cas des gastroentérites et non
celui de la fievre typhoide (sérotypes Typhi et Paratyphi), maladie qui n’est pas liée a la

consommation de PS.
2.4.1.1. Schéma général du cycle de virulence chez Salmonella spp.

Aprés son ingestion, S. enterica passe le long du tube digestif avec le bol alimentaire, jusqu’au
gros intestin (Figure 18 (1)). Ces bactéries ont la possibilité de se déplacer grace a leurs flagelles,

constitué de flagelline, protéine qui est différente entre chaque sérotype de Sa/monella spp.. Le



flagelle confére la capacité de se déplacer aux bactéries en faisant intervenir des informations
chimiques regues au niveau de récepteurs membranaires et influengant la rotation du moteur du
flagelle. Ceci permet a la bactérie d’orienter son déplacement. Les récepteurs membranaires font

partie d’'un systéme de chimiotactisme (162-165).

Salmonella spp. se retrouve en compétition avec le microbiote de son hote et peut, dans
certaines zones, devenir majoritaire. Elle a un tropisme (réaction d'orientation avec
déplacement provoquée et dirigée par un stimulus externe de nature physique ou chimique)
particulier pour les tissus lymphoides intestinaux et passe a travers les cellules M (Figure 18
(4)) présentes dans I'épithélium associé aux follicules recouvrant les plaques de Peyer. Chez un
individu sain, ces cellules ingérent les cellules du microbiote pour maintenir I'homéostasie du
tube digestif, ce qui profite a S. enterica pour faciliter son passage de la paroi intestinale.
Indépendamment des cellules M ou dendritiques, S. enterica est capable de coloniser

I’épithélium apical, composé de cellules épithéliales, dans le gros intestin.
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Figure 18 : Invasion de Sa/monella enterica dans un hote humain. (1) : S. enterica est ingérée et va étre transportée par

le bol alimentaire jusqu’au gros intestin ou elle va adhérer a la paroi intestinale et envahir son héte. (2) : Observation en

Y

microscopie a balayage d’'une S Enteritidis ayant adhéré a une cellule épithéliale et commencant l'induction de
« membrane ruffling » ou boursoufflure membranaire. (3) : Membrane ruffling englobant 5. Enteritidis. (4) : Une fois

arrivée dans la lumiére du gros intestin, Sa/monella s’internalise dans les cellules de la paroi intestinale.



Une fois a proximité des cellules de I'hote, les Sa/monella spp. doivent pouvoir adhérer a la
cellule. Ceci se fait par l'intermédiaire de protéines de surfaces spécifiques, les adhésines. Il en
existe deux grandes familles : fimbriae et non-fimbriae (166-172). Ce sont des appendices
protéiques de surfaces présents en plusieurs copies par cellule. Une étude sur le séquencage du
génome de S. Typhimurium LT2 a montré qu’il existait 13 loci potentiels pour les fimbriae (172-
174). Van der Velden et al. (175) ont étudié 'importance de cette diversité de fimbriae au sein
de S Typhimurium pour sa virulence complete chez la souris. Par contre, in vitro, Salmonella
spp- exprime seulement deux opérons, celui du fimbriae de type I et celui des curli (173). Les
fimbriae permettraient également une agrégation des bactéries lors du passage du tube digestif
protégeant les bactéries des conditions environnementales rencontrées dans le tractus. Les
adhésines non-fimbirae représentent un groupe plus hétérogene. Il est possible d’y retrouver
des adhésines monomériques comme oligomériques pouvant étre sécrétées par le systéme de
sécrétion de type [ (T1SS) ou autotransportées (167, 170, 171, 174, 176, 177). Elles se lient a la

fibronectine de la matrice extracellulaire des mammiferes (167, 170, 178-180).

Une fois la bactérie adhérée a la cellule héte, des molécules effectrices sont injectées dans la
cellule héte par des systemes de sécrétion de type III (T3SS) aussi appelés seringues

moléculaires (Figure 19).
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Figure 19 : Sécrétion d'une protéine dans la cellule héte par le T3SS, d’apres (181)

Ces systemes sont responsables d’une sécrétion contact-dépendante de molécules impliquées
dans la virulence a l'intérieur de la cellule hote. Ils sont composés de quatre parties : I'aiguille,
I'anneau externe, le cou et I'anneau interne, toutes constituées de diverses protéines. Par
conséquence, les systémes de sécrétion de type III constituent un tunnel pour le passage des
molécules effectrices de la bactérie a la cellule héte (171, 173, 178, 182-186). Les premiéres
molécules qui sont sécrétées sont des molécules d’'un complexe translocase (Figure 19) qui vont
s’'insérer dans la membrane de la cellule pour permettre le transfert des molécules suivantes

dans la cellule (181, 186). Le T3SS de type 1 secréete les molécules clés pour l'internalisation



tandis que les molécules nécessaires pour la survie et la multiplication dans la cellule hote sont

secrétées par le T3SS de type 2, codé par le SPI-2.

La phagocytose induite, permettant a Sa/monella spp. de s’internaliser dans des cellules hotes
non-phagocytaires comme les cellules épithéliales (Figure 18 (4)) fait appel a un mécanisme
appelé « trigger mechanism » ou mécanisme de déclenchement. La mise en place de « membrane
ruffling » (Figure 18 (2) et (3)), ou replis membranaires, est un mécanisme bien orchestré
faisant intervenir deux évenements majeurs : I'activation d’'une GTPase et la polymérisation de
I'actine (Figure 18 (4)). Pendant cette étape, I'actine globulaire G est polymérisée pour ordonner
I'actine F nécessaire pour l'internalisation de la bactérie (Figure 18 (4)). Ces mémes effecteurs
vont engendrer également la phosphorylation d’'un récepteur d’un facteur de croissance épidural
qui active une cascade de phosphorylation-déphosphorylation. Ceci va avoir pour conséquence
I'augmentation de la perméabilité membranaire, ce qui résulte en I'accumulation de fluide et a
I'apparition de la diarrhée. Ensemble, ces mécanismes vont permettre d’englober la bactérie et

I'internaliser dans une vacuole, 1a SCV (Sa/monella Containing Vacuole).

Une fois dans la SCV, il est important pour la survie de la bactérie de sécréter des effecteurs qui
modifient les fonctions de la cellule hote, comme la modification de la composition membranaire
de la SCV (186, 187). De plus, des effecteurs impliqués dans I'étape d’internalisation jouent
également un réle dans le maintien de la SCV. IIs interférent avec les voies métaboliques en lien
avec l'apoptose, pour en inhiber son issue, et permettre une maturation de la SCV ainsi que la
multiplication des bactéries (186-193). Ainsi, elles se multiplient dans les cellules induisant une
inflammation caractérisée par l'infiltration de neutrophiles ainsi que la présence de nécrose,

d’cedéeme et la sécrétion de fluide (173, 182).

Une fois les Salmonella spp. dans la /lamina propria, tissu conjonctif situé directement en dessous
de I'épithélium intestinal, elles sont prises en charge par les macrophages ou les cellules
dendritiques (Figure 18 (4)) (173, 182, 191, 194). Ceci permet leur dissémination dans
I'organisme de I'héte. Elles expriment plus de 40 protéines pour aider a leur survie dans le
macrophage. Le macrophage controle la croissance intracellulaire des Sa/monella spp. par
l'oxyde nitrique synthase (iNOS) et la NADPH-oxydase dépendante de l'activité respiratoire.
Cependant, Sa/monella spp. produit des catalases, inactivant le H,0, contenu dans le lysosome,
mais aussi des superoxides dismutases (SOD), inactivant les espéces réactives de l'oxygéne
(ROS) et permettant ainsi de lutter contre le stress oxydatif provoqué par le macrophage.
D’autres mécanismes se mettent également en place pour inhiber la fusion de la vacuole avec le

lysosome du macrophage.

Avant de causer une infection, Salmonella spp. doit étre capable de survivre a de nombreuses

perturbations environnementales, comme l'acidité de I'estomac, les sels biliaires, les faibles



concentrations en oxygéne, la pauvreté en nutriments, la présence de peptides antimicrobiens, le
mucus et finalement les communautés microbiennes présentes dans le microbiote. Une fois dans
le macrophage, la présence d’enzymes lysosomiques, la présence d’H,0>, la présence de radicaux
libres ou encore les défensines induisent des stress supplémentaires. Par conséquent, un grand
nombre de génes est nécessaire a I'établissement d’une infection chez un individu hote, y

compris ceux impliqués dans la réponse aux stress (182).

2.4.1.2. Régulation de la virulence chez Salmonella spp. et son lien avec les

perturbations environnementales

Chez la plupart des pathogenes, la virulence peut étre attribuée a une partie unique du génome.
Chez Salmonella spp., pathogene intracellulaire facultatif, le style de vie intracellulaire requiert

un grand nombre de génes distribués dans le chromosome (173, 182, 183, 195, 196).

En effet, 'évolution de Sa/monella spp. est marquée par l'acquisition de nombreux «ilots de
pathogénie » (93, 173, 195-199) par transfert horizontal de génes notés SPI pour « Sa/monella
Pathogenicity Island », dont chacun contribue aux propriétés uniques de cette virulence (178,
195, 198). lIs peuvent étre conservés a travers le genre Sa/monella spp. ou alors spécifiques a
certains sérotypes. Au total, 12 SPI sont connus (171, 178, 182, 183, 196, 200, 201), dont les plus
étudiés sont SPI-1 et SPI-2 qui comportent des génes impliqués dans l'internalisation et la
multiplication a l'intérieur de 'héte. Les autres SPI sont en lien avec l'infection systémique, la
survie intracellulaire, I'expression des fimbriae (protéine de surface impliquée dans I'adhésion a
la cellule hoéte), la résistance aux antibiotiques, la production d’entérotoxines et la capture
d’ions.

In vitro, les génes contenus dans les SPI sont exprimés de facon maximale a 37°C, a pH neutre, a
forte osmolarité et a partir de la fin de la phase exponentielle de croissance de Salmonelila spp..
IIs sont régulés principalement par HilA (Hyper-Invasive Locus) sur SPI-1 qui code pour de
nombreux génes impliqués dans l'invasion de la cellule héte et notamment les protéines
constituant le T3SS (173, 181, 184, 185, 195, 202, 203). HilA est le régulateur principal des
génes de virulence. Des études sur des 44i/4 ont montrées que le phénotype induit par cette
suppression était équivalent a une délétion compléte de SPI-1. HilA active, entre autres, les
opérons en lien avec le T3SS-1 en se liant directement au promoteur des genes. De plus, il active
également des opérons se trouvant sur les ilots SPI-4 et SPI-5 en présence d’autres produits du
SPI-1. Dans certaines conditions, il réprime l'expression des génes contenus dans SPI-2.
L’expression de HilA en elle-méme est controlée par d’autres activateurs qui sont HilC et HilD,
codés par SPI-1, et RtsA codé par un ilot indépendant. HilE est quant a lui un répresseur de HilA.

(173,197, 204, 205).



La régulation de SPI-1 dépend fortement des conditions environnementales. Cet flot est

majoritairement exprimé dans des conditions semblables a celles rencontrées dans le tractus de

I’héte, a savoir les faibles teneurs en oxygene et une forte osmolarité. Il en est de méme pour les

autres SPI, comme le SPI-2 qui s’active pour de faibles osmolarités, de faibles concentrations en

calcium et lors de I'acidification de I'environnement. Le SPI-2 encode 32 genes dont la majorité

est exprimée pendant la croissance dans la cellule hote. Il code pour un systeme d’excrétion de

type 111, distinctement différent de celui codé par le SPI-1. Ces genes vont notamment inhiber la

fusion de la vacuole contenant Sa/monella spp. et le lysosome tout en étant essentiels pour

I'invasion systémique. Ainsi, il est possible de constater que I'activation de ces genes dépend de

la perception des changements environnementausx.

En effet, 'ensemble des régulateurs de la virulence est sous l'influence de systemes a deux

composants qui permettent de percevoir et de répondre a un changement environnemental,

comme vu précédemment (Figure 20) (173, 205, 206).
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Figure 20 : Exemple de la complexité de la régulation de SPI-1 et l'impact de la perception de I'environnement sur cette

régulation (173, 205)

Parmi eux, il est possible de retrouver le systéme EnvZ/OmpR, présenté en section 2.2.2,

impliqué dans la réponse aux perturbations osmotiques (Figure 20). OmpR jouerait un role sur

I'expression de AhilC et régulerait HilD de facon post-transcriptionnelle, eux-mémes jouant un

réle sur HilA et donc sur I'expression de I'ensemble des génes impliqués dans la virulence. OmpR

activerait également les geénes qui se trouvent sur le SPI-2 (173, 197, 205, 207). Comme présenté

sur la Figure 20, d’autres systemes a deux composants sont capables d’'influencer des



régulateurs de la virulence, comme PhoR/PhoB (perception des faibles concentrations en
phosphate inorganique), PhoQ/PhoP (perception des faibles concentrations en cations),
BarA/SirA (perception des concentrations en carbohydrates) ou encore Qsec/QseB (perception
des informations du quorum sensing). D’autres régulateurs sont également connus, comme les
protéines associées aux nucléotides (NAP, nucleotid-associated proteins) qui sont tres diverses
et agissent en se liant a 'ADN en modifiant sa topologie. Par conséquent, l'accessibilité des
promoteurs de certains génes est modifié ce qui permet de réguler leur expression de facon
positive ou négative (173, 205). Parmi eux, il est possible de retrouver le régulateur H-NS connu
pour son implication dans la réponse au stress thermique et oxydatif. Il a été montré, dans le cas
de la virulence, que le régulateur H-NS réprimait I'expression de HilA, HilD, HilC et de RtsA dans
des conditions de non-induction. Par exemple, en absence de H-NS, une expression de HilA est
observée. La répression par H-NS est trés courante pour les génes de virulence. Un exemple
d’activation par H-NS concerne l'activation du géne codant pour le régulateur des genes

flagellaires (173, 205).

D’autres régulateurs contrélent les processus de virulence comme Lon et DnaK qui sont des
protéines HSP produites lors d’'un stress thermique ou d’un séchage (voir section 2, 2.2, 2.2.2.) et
qui influenceraient I'expression de SPI-1 ainsi que les génes du flagelle (173). La protéine Fur,
impliquée dans la réponse au stress oxydatif, réprimerait aussi H-NS, permettant ainsi

'activation de HilD (173, 197).

Pour finir, il a été montré que plusieurs facteurs sigma sont en lien avec la virulence, notamment
oS et of qui sont impliqués dans la réponse g