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Introduction générale

La sécurité sanitaire des aliments constitue I’une des grandes exigences pour préserver la
santé publique. La consommation d'aliments, contaminés par des agents pathogénes et
des sous-produits microbiens tels que les toxines, peut entrainer des maladies graves,
voire mortelles (Havelaar et al., 2012; Tewari et Abdullah, 2015; Van Cauteren et al.,
2017). Ceraines bactéries appartenant au groupe B. cereus sont pathogeénes et peuvent
contaminer un grand nombre d’aliments. La présence du groupe B. cereus dans les
aliments peut étre associée a des maladies d’origine alimentaire qui se présentent sous
deux formes : le syndrome diarrhéique et/ou émétique (Granum, 1994). Ces maladies
d’origine alimentaire sont généralement bénignes et résolues spontanément. Cependant,
les bactéries du groupe B. cereus peuvent aussi occasionnellement entrainer
I'hospitalisation ou méme la mort de personnes immunodéprimées (Bennet et al., 2013;
Dierick et al., 2005; Haeghbaert et al., 2002; Mahler et al., 1997; Stenfors Arnesen
et al., 2008). Le syndrome émétique est causé par l'ingestion d'une toxine émétique,
préformée dans 1’aliment, « le céréulide ». Le syndrome diarrhéique est causé par une ou
plusieurs entérotoxines thermolabiles qui peuvent étre produites dans l'intestin gréle suite
a l'ingestion d'aliments contaminés par des cellules végétatives ou des spores du groupe
B. cereus. Les entérotoxines qui sont reconnues comme responsable du syndrome
diarrhéique sont I'hémolysine BL (HBL) l'entérotoxine non hémolytique (NHE), la
cytotoxine K (CytK) et I’entérotoxine T (BceT) (Agata et al., 1995; Hwang et Park,
2010; Zhang et al., 2015). La possession de ce fond génétique ne signifie cependant pas
que les souches produisent des toxines actives. Le niveau d'expression des geénes de
virulence peut aussi varier (Ceuppens et al., 2011; Granum et al., 1999; Hendriksen
et al., 2006; Lund et al., 2000). Ainsi, et dans le but de mieux étudier le pouvoir
toxinogene des souches du groupe B. cereus, plusieurs études ont évalué leur cytotoxicité
sur des cellules CHO, Vero, Hep-2 ou Caco-2 (Castiaux et al., 2016; Choma et al.,
2000; Jan et al., 2011; Stenfors et al., 2002). Les syndromes émétique et diarrhéique
peuvent survenir lorsque la charge bactérienne atteint respectivement 5 a 8 log (UFC/g)
et 5 a7 log UFC/g (Granum, 2001; Kramer et Gilbert, 1989). Ainsi, une charge
bactérienne ingérée supérieur a 5 log UFC/g est considéré comme dangereux pour la
consommation (Public Health England [PHE], 2009).

Le groupe B. cereus ou B. cereus sensu lato comprend sept especes étroitement
apparentées (Drobniewski et al., 1993; Guinebretiere et al., 2013).

Sur la base des plages de température de croissance et des séquences de genes codant

partiellement pour la pantoate-béta-alanine ligase C (panC), ces especes se répartissent
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en sept groupes phylogénétiques (Guinebretiére et al., 2008, 2010). Cette affiliation
permet d'attribuer un niveau de risque sanitaire a chaque groupe phylogénétique. Ainsi,
le groupe III présente le risque le plus élevé. Un risque inférieur et de niveau tres faible
est attribu¢ aux groupes V et VI, respectivement. Un risque modéré est associ€¢ aux
groupes VIL IV et L.

B. cereus sensu lato est également connu pour entrainer des problemes d'altération des
aliments (Liicking et al., 2013), en raison de l'action de diverses enzymes hydrolytiques,
méme a des températures réfrigérées lorsque des souches psychrotolérantes sont
impliquées (Andersson et al., 1995). B. cereus sensu lato est un contaminant alimentaire
courant capable de se développer dans une large gamme d'activités de 1’eau (aw), de
températures et de pH (Kramer et Gilbert, 1989). Les bactéries du groupe B. cereus
associées aux groupes phylogénétiques psychrotrophes II et VI sont capables de croitre a
des températures inférieures a 7 °C et peuvent étre préoccupantes dans les aliments
pasteurisés entreposés au froid (Guinebetiére et al., 2008; Jan et al., 2011). Les études
concernant les mécanismes moléculaires adoptés par le groupe B. cereus pour permettre
sa croissance a basse température se sont concentrées sur le réle joué par une famille de
petits polypeptides, nommés les cold shock proteins majeures « cspA » (Graumann et
Marahiel, 1996 ; Mayr et al.,1996) et aussi par les ribosomes et plus précisément la
sous-unité¢ 16S rDNA qui permet de distinguer les souches mésophiles des souches
psychrotrophes. Il existe en effet une signature spécifique pour chaque groupe thermique
de bactéries, a savoir la signature « /6S rDNA-1 m » pour les bactéries mésophiles et la
signature « 16S ¥yDNA-2 p » pour les bactéries psychrotrophes (Graumann et Marabhiel,
1996). Ces dernicres années, 1'émergence d'agents pathogeénes d'origine alimentaire
résistant a divers antibiotiques est l'une des menaces les plus graves pour la santé
publique. La restriction des perspectives cliniques peut ainsi perturber le traitement
empirique des épidémies. De nombreux rapports antérieurs ont montré que les bactéries
du groupe B. cereus isolées de différents aliments sont résistantes a plusieurs
antibiotiques tels que l'ampicilline, la pénicilline, la streptomycine, la tétracycline, le
triméthoprime et la ceftriaxone (Aklilu et al., 2016; Ankolekar et al., 2009; Fernandes
et al., 2014; Yibar et al., 2017). Il est donc important d'évaluer la résistance des bactéries
du groupe B. cereus d'origine alimentaire a divers antibiotiques pour une meilleure
gestion des maladies infectieuses. Plusieurs méthodes de typage moléculaire, basées sur
les différences de séquences d'ADN, ont été utilisées pour révéler les parentés génétiques

entre souches du groupe (Valjevac et al., 2005 ; Merzougui et al., 2013a ; Hill et al.,
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2015). On peut citer les techniques d’ « Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus » (ERIC-PCR) et d’¢électrophorese sur gel en champ pulsé (PFGE) qui se sont
révélées utiles pour la discrimination et la caractérisation épidémiologique des souches
du groupe B. cereus. La présence de B. cereus sensu lato dans la chaine alimentaire peut
étre attribuée a l'utilisation de matieéres premicres contaminées. De plus, les procédés
technologiques tels que les traitements thermiques favorisent la sélection de B. cereus
sensu lato en raison de la capacité de ces bactéries a former des endospores
thermorésistantes. En outre, leur capacité a adhérer aux surfaces industrielles et a se
développer par la suite sous la forme de biofilms extrémement difficiles a éliminer, leur
confére une résistance aux procédés de nettoyage et de désinfection (Andersson et al.,
1995). En effet, la matrice extracellulaire du biofilm, généralement composée de
polysaccharides, de protéines et parfois d'ADNe extracellulaire (Branda et al., 2005),
agit comme barriere physique a ’entrée d’agents antimicrobiens, de détergents et
d’antibiotiques (Flemming et Wingender, 2010). De plus, la matrice favorise I’adhésion
au sein du biofilm, ce qui augmente sa stabilité face aux perturbations environnementales.
Les biofilms représentent ainsi une source potentielle de contamination croisée et de
contamination post-traitement récurrente des produits finis (Rajkovic et al., 2008b). Afin
d’éviter que les bactéries du groupe B. cereus n’atteignent un niveau dangereux dans les
aliments, différentes approches ont ét¢ développées. Elles permettent d’¢éliminer ou de
prévenir la formation de biofilms. On peut citer l'utilisation d’enzymes ou de
bactériophages, 1’ajout de compétiteurs microbiens, de molécules métaboliques telles que
les bactériocines ou des substances naturelles telles que les huiles essentielles (Srey et
al., 2013). Plusieurs bactériophages infectant le groupe B. cereus ont été isolées dans le
sol, la boue, les déchets alimentaires et les aliments fermentés (Lee et al. 2013; Oh et al,
2017; Shin et al. 2011, 2014).

Les bactériophages, souvent appelés phages, sont des parasites obligatoires des bactéries.
I1s sont omniprésents dans la nature et sont isolés de différents environnements, y compris
le sol, I'eau et des produits alimentaires comme la viande, les produits laitiers et les
légumes (Atterbury et al., 2003; Binetti et Reinheimer, 2000; Giuseppe et al., 2018;
Hsu et al, 2002; Surekhamol et al, 2013; Whitman et Marshall, 1971). Plusieurs
bactériophages infectant le groupe B. cereus ont été isolés dans le sol, la boue, les déchets
alimentaires et les aliments fermentés (Lee et al. 2013; Oh et al, 2017; Shin et al. 2011,
2014).
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Bien que plusieurs études aient été publiées sur l'utilisation des bactériophages pour
maitriser le développement de biofilms composés de bactéries comme Escherichia coli
(Corbin et al., 2001), Enterococcus faecalis (Teng et al., 2009), Listeria monocytogenes
(Hibma et al, 1997, Soni et Nannapaneni, 2010), Pseudomonas fluorescens
(Sillankorva et al., 2008), Staphylococcus aureus (Resch et al., 2005), Salmonella
(Garcia et al., 2017; Gong et Jiang, 2017; Karaca et al, 2015; Sadekuzzaman et al.,
2018) ou Streptococcus mutans (Dalmasso et al., 2015), aucune étude n'a proposé
I’utilistion des phages comme moyen de controle du développement du groupe B. cereus
sous forme de biofilms.

En Tunisie, d’aprés nos connaissances, aucun travail n’a étudi¢ la contamination des
produits alimentaires par le groupe B. cereus et sa maitrise.

Les objectifs de cette thése sont d’une part, d’isoler et d’identifier des souches du groupe
B. cereus dans différentes matrices alimentaires, d’étudier leur diversité génétique
etd'évaluer le niveau de risque en matiere de sécurité sanitaire; d’autre part, d’isoler et de
caractériser les bactériophages infectant le groupe B. cereus dans le but d’évaluer leur
efficacité dans la lutte contre 1’installation des bactéries, sous forme de biofilms, a la
surface des installations industrielles. Dans une approche visant la maitrise des risques de
contamination des produits alimentaires par le groupe B. cereus, nous avons adopté la
démarche expérimentale suivante :

e FEtude de l'incidence du niveau de contamination par le groupe B. cereus dans
différents types de denrées alimentaires collectées en Tunisie ;

e FEtude de la diversité des isolats sé¢lectionnés par les méthodes de typage par ERIC-
PCR et PFGE ;

e Evaluation du niveau sanitaire dans les aliments. Cette évaluation porte sur (i)
I’affectation de chaque isolat a un groupe phylogénétique et a un domaine de
température de croissance (mésophile vs psychrotrophe), (ii) les capacités
d’adhésion des bactéries sur les surfaces industrielles, (iii) la distribution des
facteurs de virulence au sein de la collection et 1’évaluationde l'activité
cytotoxique sur des cellules Caco-2 ainsi que (iv)la sensibilité aux antibiotiques ;

e [solement et caractérisation des bactériophages infectant des souches du groupe
B. cereus. Cette caractérisation porte essentiellement sur 1'analyse des spectres
d'hotes, la morphologie révélée par microscopie €lectronique a transmission

(MET), ainsi que les profils protéiques et de restriction de ’ADN ;
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e Evaluation du potentiel des bactériophages isolés pour prévenir la formation de

biofilms du groupe B. cereus des ou les €liminer une fois formés sur des surfaces

en inox.
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1. Etiologie des maladies d’origine alimentaire

Les maladies d'origine alimentaire font partie des problémes de santé publique les plus
graves aussi bien pour les pays industrialisés que pour les pays en voie de développement.
L’OMS estime que dans le monde, une personne sur dix tombe malade a cause d’une
infection d’origine alimentaire (OMS, 2015).

Plusieurs facteurs contribuent a accroitre 1’incidence des maladies d’origine alimentaire
dans le monde (WHO, 2008). L’intensification des pratiques agricoles actuelles comme
les systémes d’élevage, ou certaines situations de stress, vécues par les animaux pendant
leur transport et leur manipulation, affaiblissent leur syst¢tme immunitaire et semblent
responsables d’une augmentation de la contamination des produits finis (Bhunia, 2007).
Le fait de rassembler des matieres premieres d’origine différentes, au cours d’une
production a large échelle, peut augmenter aussi le risque de contamination des produits
finis (Nyachuba, 2010). La globalisation du marché alimentaire et les échanges massifs
de produits alimentaires a 1'échelle mondiale, dans de mauvaises conditions d'hygiéne,
sont autant de facteurs qui contribuent a accroitre 1’incidence des maladies d’origine
alimentaire (Kalyoussef et Feja, 2014). Le nombre limité de contraintes réglementaires
et I’ignorance des bonnes pratiques d’hygiéne peuvent aussi entrainer une détérioration
de la qualité des produits alimentaires. L’évolution des habitudes alimentaires, comme,
par exemple, une préférence pour les aliments frais et peu transformés, ou alors, a
I’inverse, pour des aliments préparés pour lesquels le délai est de plus en plus long entre
la transformation et la consommation, constitue un réel challenge sanitaire pour les
industriels (Woteki et Kineman, 2003). Un autre élément important est la tendance
croissante a consommer des aliments préparés en dehors du foyer. Cela expose les
consommateurs aux risques potentiels d'une mauvaise hygieéne dans les établissements de
restauration ou ils se rendent (WHO, 2008). En effet, la sécurité sanitaire des aliments,
en raison de son coft, est parfois oubliée par la restauration commerciale et aussi par
I’industrie agroalimentaire.

De plus, D'accroissement et les changements démographiques ont eu pour
effetd’augmenter le groupe de personnes a risque du point de vue de la santé (Newell et
al., 2010). On le nomme ‘YOPI’ pour « les enfants (Young), les personnes agées (Old),
les femmes enceintes (Pregnant) et les personnes immunodéprimées (Immunodeficient) »
(Bhunia, 2007). Enfin, on assiste a ’émergence d’une part, de bactéries résistant aux

substances antimicrobiennes et d’autre part, de nouveaux agents pathogénes incriminés
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dans les maladies d’origine alimentaire qui, dans le passé, n’étaient pas liées a
I’alimentation.

Les maladies d’origine alimentaire sont contractées a la suite de 1'ingestion de nourriture
ou de boissons contaminées soit par des microorganismes pathogénes, incluant les virus,
les bactéries, les parasites et les moisissures, soit par des toxines issues de ces
microorganismes, des substances chimiques (métaux lourds, pesticides etc) (Tewari et
Abdullah, 2015). Le déclenchement d’une maladie d’origine alimentaire dépend moins
de la nature de I’aliment que des conditions dans lesquelles il a été cultivé ou produit,
récolté, préparé, emballé et conservé (WHO, 2017). Selon la nature de I’agent causal, les
maladies d’origine alimentaire peuvent se différencier en intoxication, intoxination,
infection ou toxi-infection (Corpet, 2014). Les intoxications interviennent a la suite de la
consommation d’aliments contenant des composés chimiques toxiques ou des catabolites
toxiques comme ’histamine résultant de la dégradation de ces aliments par des bactéries.
Quant a elles, les intoxinations découlent de la prise de denrées alimentaires contenant
des toxines bactériennes, méme en l'absence de bactéries vivantes. Pour leur part, les
infections résultent de I’ingestion de microorganismes viables dans la nourriture et qui
vont envahir la muqueuse intestinale, s’y multiplier et perturber sa physiologie (Cliver et
Riemann, 2002).

Plus de 200 maladies d’origine alimentaire étaient déja répertoriées (OMS, 2018). Les
manifestations cliniques de ces maladies sont diverses et les plus communes sont
caractérisées par celles d’une gastro-entérite (nausées, vomissements, crampes
abdominales, diarrhées, et parfois fieévre et maux de téte) légere a aigué (Mead et al.,
1999). Mais il existe aussi des cas plus graves comportant des complications telles que
des insuffisances rénales et hépatiques, des troubles neurologiques ainsi que des fausses
couches et des malformations congénitales (Altekruse et al., 1997). Ces complications
peuvent mener a la mort de la personne (Painter et al., 2013). Les maladies transmises
par les aliments dont 1’eau touchent 600 millions de personnes et font 420000 (1 %) morts
par an (OMS, 2015).

Chaque année, de nombreux foyers de toxi-infections alimentaires collectives (TIAC)
sont rapportés partout dans le monde (WHO, 2015). Une TIAC prend place lorsqu’il y a
apparition d'au moins deux cas groupés d'une symptomatologie similaire, en général
gastro-intestinale, et dont on peut rapporter la cause a une méme origine alimentaire
(Delmas et al., 2010). Comme en Europe, dans les pays du Maghreb, les TIAC sont des
maladies a déclaration obligatoire. En 2014, un total de 5251 TIAC ont été signalées a
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travers I’Europe (EFSA, 2015b). Une diminution de 17 % a été enregistrée en 2015 avec
4362 TIAC signalées, un nombre lui-méme inférieur a celui de 4786 qui a été atteint en
2016.

En France, 1310 foyers de TIAC ont été¢ déclarés en 2017, affectant 13010 personnes,
dont 646 (soit 5%) se sont présentées a ’hdpital (hospitalisation ou passage aux urgences)
et 6 personnes (soit 0,05%) sont décédées. Le nombre de foyers déclarés en 2017 a
diminué de 10 % par rapport a 2016 (InVS, 2017).

En Tunisie, en 2013, le nombre de TIAC déclarées a la Direction des Soins de Santé de
Base au Ministere de la Santé s’est ¢levé a 47 foyers. L’ensemble de ces foyers a totalisé
539 personnes dont 36 ont été hospitalisées (

https://www.proalimentarius.com/article/toxi-infections-alimentaires-collectives).

Cette méme année s’est caractérisée par une légere augmentation des TIAC par rapport a
I’année 2010, ou 45 foyers avaient ¢été recensés, affectant 410 personnes (

https://www.tunisienumerique.com/tunisie-410-cas-dintoxication-alimentaire-

recenses-en 2011/).

En 2015 et 2016, la majorité des TIAC recensés en Europe et dont I'agent étiologique était
connu a été associée a des bactéries qui agissent directement ou par 1’intermédiaire de
toxines (EFSA, 2016, 2017).

Dans plus de 90 % des cas, I’agent causal est soit Sa/monella, soit Campylobacter (EFSA,
2016, 2017). La deuxieme cause de TIAC est due aux toxines bactériennes, dont un tiers
sont des toxines du groupe B. cereus, d’apres les données de 2015 (EFSA, 2016). Ensuite,
la troisiéme position revient aux virus, suivis par d'autres agents, incluant les agents
chimiques, I’histamine, la lectine, les biotoxines marines et les toxines de champignon et
enfin par les parasites (EFSA, 2016, 2017). En France, les agents responsables les plus
fréquemment incriminés ou suspectés sont Salmonella spp (35 % des foyers),
Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens et B. cereus (InVS, 2017). Si I’on se
focalise sur les pays du Maghreb, les agents impliqués dans les TIAC sont Salmonella
ssp, S. aureus, L. monocytogenes et C perfringens (Anonyme, 2011; Aoued et al., 2010;
Mouffok, 2011).

Les TIAC ont fait ’objet de nombreuses études, de suivis épidémiologiques et de
recherche des sources et des agents responsables. Ces suivis consistent a remonter jusqu’a
la source du probléme et d’éviter que celui-ci ne se reproduise, en mettant en place des
mesures préventives et des contréles ou en adaptant I’existant (Vaillant et al., 2012).

Dans un tiers des cas de TIAC, I’agent causal demeure inconnu et le diagnostic se limite

8
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a la suspicion symptomatologique, ce qui entrave le contrdle et la maitrise de ces
contaminations. En raison de ces problémes de diagnostic ainsi que de 1’absence de
notification et/ou de notification tardive, surtout en cas de symptomes légers, le nombre
de cas de TIAC reste toujours sous-estimé par rapport aux cas effectivement survenus
(Briicker, 2003). En effet, les TIAC ne sont déclarées que suite a des complications assez
graves.

Le cotit engendré par les toxi-infections alimentaires (TIA) est considérable et ce, tant au
niveau humain que financier (WHO, 2015). Il semble dés lors trés important de de
poursuivre la surveillance des maladies d’origine alimentaire et de continuer a mettre en
oeuvre des mesures de prévention. Pour ce faire, il est essentiel d’ avoir une bonne

compréhension des agents associés aux TIA, ce qui passe nécessairement par leur étude.

2. Le groupe Bacillus cereus
2.1. Historique et incidence de B. cereus en tant que pathogéne

alimentaire
En 1887, Grace et Percy Frankland ont isol¢ pour la premicre fois une souche de B. cereus
dans I’air d’une étable au Royaume-Uni (Frankland et Frankland, 1887). Cette souche
isolée, appelée ATCC14579, sert encore de souche de référence aujourd’hui. Suite a sa
découverte en 1887, le caractére pathogene de cette bactérie a été décrit pour la premicre
fois en 1937, apres la mort d’un cochon d’Inde ayant subi une injection d’une suspension
de B. cereus (Clark, 1937). La premiere preuve d’une implication de B. cereus dans une
TIAC remonte au début des années 1950. En effet, Steinar Hauge enquéta sur quatre
TIAC en Norvege entre 1947 et 1949 qui ont affecté 600 personnes qui présentaient des
maux de ventre ainsi que des nausées et des diarrhées. L’aliment incriminé était une créme
a la vanille préparée a partir d’amidon de mais fortement contaminé par B. cereus. Pour
fournir les preuves que cette bactérie était bien la cause de ces TIAC, Hauge inocula une
créme vanille a 10* cellules de B. cereus par mL et la servit a 16 personnes qui ont toutes
présenté les symptomes de cette maladie diarrhéique (Hauge, 1950). Depuis, plusieurs
épisodes diarrhéiques liés a B. cereus ont été décrits, liés a différents aliments comme des
sauces, des soupes, des 1égumes, des viandes, des épices, des pates, du riz, ... (Cadel Six
et al., 201, 2014 ; EFSA, 2011, 2012, 2013, 2014, 2015a, 2015b; Stenfors Arnesen et
al., 2008). En 1971, Le syndrome émétique di a B. cereus a été décrit lors de maladies
accompagnées de vomissements aprés I’ingestion de riz frit provenant de restaurants

chinois au Royaume Uni (Mortimer et McCann, 1974).
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Suite a ces événements, B. cereus a été considéré comme agent causal responsable de
maladies d’origine alimentaire. Plusieurs pays ont enregistré des cas d’épidémies
alimentaires associées a B. cereus. En effet, les Etats Unis et I’ Angleterre ont enregistré
235 cas (MMWR, 2013) et 130 cas (HPA, 2012), respectivement, dans la méme période
(de 1998 4 2008). Les Etats membres de I’Union Européenne ont signalé, dans la période
de 2007 22014, 413 foyers de TIAC a B. cereus, qui ont touché 6 657 personnes et donné
lieu a 352 hospitalisations, aucun déces n’ayant été rapporté¢ (EFSA Panel on Biological
Hazards, 2016). En 2015, cette bactérie était impliquée dans 6,8 % des TIAC en Europe
(EFSA Panel on Biological Hazards, 2016). En 2017, B. cereus était le deuxieme agent
suspecté dans 264 foyers de TIAC en France juste derriére Staphylococcus aureus (323
foyers) et devant le genre Salmonella (120 foyer) (InVS, 2017). Comme B. cereus ne
figure pas dans la liste des bactéries a 1’origine de TIAC recherchées dans les pays du
Maghreb, aucun cas de TIAC associé a cette bactérie n’a ét¢ enregistré¢ (REM, 2009;
Mouffok, 2011). Cependant, deux cas suspectés épidémiologiquement, causés par B.
cereus, ont été rapportés a Bizerte — Tunisie (2010-2011) (Anonyme, 2011). En outre,
certains travaux ont permis d’isoler des souches de B. cereus a partir d’aliments
incriminés dans des maladies d’origine alimentaire, surtout au Maroc (Merzougui et al.,
2013b) et en Tunisie (Aouadhi et al., 2013). L’incidence réelle de B. cereus en tant que
pathogene alimentaire reste difficile a évaluer pour plusieurs raisons. Tout d’abord, les
maladies d’origine alimentaire causées par B. cereus ne sont pas a déclaration obligatoire
et sont donc probablement sous-estimées dans les décomptes officiels. Ensuite, la courte
durée et la bénignité des symptdomes li€s a I’ingestion de B. cereus et/ou ses toxines font
rarement I’objet d’un avis médical. Les TIAC dues a B. cereus ne sont ainsi généralement
pas signalées. Enfin, les symptomes associés a ces TIAC peuvent étre confondus avec
ceux causés par d’autres pathogenes tels que Clostridium perfringens ou Staphylococcus
aureus (Ehling-Schulz et al., 2004a).

2.2. Caractéristiques et taxonomie

B. cereus sensu lato, aussi couramment appelé le groupe B. cereus, appartient a la famille
des Bacillées (Bacillaceae) et au genre Bacillus. 1l est constitué de bactéries a coloration
de Gram positive, a grande taille (>1.0 um) ayant la forme de batonnets, parfois organisés
en chainette, aéro-anaérobies facultatifs et sporogénes. D’autres caractéristiques pouvant
différencier les espéces du genre Bacillus sont la motilité, I’activité hémolytique, la

production de lécithinase et la fermentation de certains hydrates de carbone (le groupe B.
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cereus ne fermente pas le mannitol) (Stenfors Arnesen et al., 2008). La température
optimale de croissance du groupe B. cereus se situe entre 28 °C et 37 °C (US
FDA/CFSAN, 2006; WHO, 2008). Cependant, la gamme de températures de croissance
varie en fonction de I’espece étudiée et s’é¢tend de 4 °C a 53 °C. On peut donc distinguer
des souches psychrotolérantes, d’autre mésophiles et d’autres thermotolérantes au sein du
groupe B. cereus (Guinebretiére et al., 2008).

Le groupe B. cereus comprend 7 espéces génétiquement proches. Les études, concernant
les ADNr 16S, estiment a environ 99% 1’homologie existant entre les espéces B.
anthracis, B. cereus sensu stricto et B. mycoides. S agissant de I’ADN génomique, cette
homologie s’éleve a plus de 80% entre ces trois espéces par la technique hybridation
ADN- ADN (Ash et al., 1991; Harrell et al., 1995; Seki et al., 1978).

La classification des bactéries de ce groupe était initialement basée sur des caracteres
phénotypiques (Tableau 1). Cependant, cette classification est trés controversée car les
caractéristiques phénotypiques discriminantes entre les différentes espéces ne sont pas
stables et leurs déterminants génétiques peuvent étre échangés, y compris au sein de
matrices alimentaires (Van der Auwera et al., 2007), ce qui complique fortement
I’identification des espéces appartenant a ce groupe. Ainsi, les analyses de routine
effectuées en laboratoire ne permettent pas de différencier avec certitude certaines
espeéces du groupe. Pour des raisons cliniques ou économiques, les especes distinctes
décrites dans la bibliographie sont actuellemnt maintenues.

- B. cereus sensu_stricto aussi appelé B. cereus : reconnu comme agent causal de

maladies d’origine alimentaire, classées en deux types de syndromes. Il s’agit du
syndrome émétique et du syndrome diarrhéique (Granum, 1994). B. cereus sensu stricto
n’est pas qu’un contaminant alimentaire. Il est également associ¢ a diverses infections,
locales et systémiques comme la septicémie et 1’endophtalmie chez les patients
immunodéficients (Bottone, 2010; Logan, 2012). En effet, B. cereus sensu stricto
constitue I’une des trois especes du groupe dont certaines souches sont pathogeénes pour
1’€tre humain, les deux autres étant B. anthracis et B. cytotoxicus (Lindbéck et Granum,
2015). L’espece B. cereus sensu stricto ne comprend pas que des souches pathogeénes. En
effet, des souches de B. cereus sensu stricto, utilisées en tant que probiotiques (John et
al., 2015), sont des suppléments alimentaires qui auraient des effets positifs sur la
microflore intestinale chez 'Homme et d’autres animaux (Fuller 1989, 1991).

- B. anthracis: responsable de la maladie du charbon (Mock et Fouet, 2001). La maladie

se présente sous trois formes distinctes : pulmonaire, gastro-intestinale et cutanée. Son
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pouvoir pathogene est lié¢ a la présence de deux facteurs de virulence qui sont la toxine
tripartite et la capsule, codées par des génes respectivement localisés sur deux grands
plasmides, pXO1 et pXO2 (Ramisse et al.,1996). B. anthracis se distingue des autres
membres du groupe B. cereus par son absence de mobilité, sa production de capsule, sa
sensibilité a la pénicilline et son absence d’activité hémolytique (Vilas-Boas et al., 2007).

- B. thuringiensis: cette espece est utilisée massivement comme agent de lutte biologique

en agriculture (Schnepf et al., 1998). Elle synthétise un cristal parasporal, contenant des
o-endo-toxines létales pour les insectes. Les 6-endo-toxines produites comprennent des
protéines « crystal » (Cry), qui sont les facteurs de virulence obligatoires et des protéines
« cytolytic » (Cyt). De plus, B. thuringiensis produit des protéines « Vips » (vegetative
insecticidal proteins) qui sont sécrétées dans le milieu durant la phase végétative de
croissance. Les génes qui codent ces protéines sont portés par de grands plasmides (Bravo
et al.,, 2011; Palma et al., 2014; Vachon et al., 2012; Zheng et al., 2017). B.
thuringiensis posséde des similarités phénotypiques avec B. cereus sensu stricto, incluant
la mobilité, I’activité hémolytique et la résistance a I’ampicilline. La seule caractéristique
qui permet de différencier ces deux especes est la présence d’inclusions cristallines
protéiques chez B. thuringiensis. Compte-tenu de la similarité taxonomique de B.
thuringiensis et de B. cereus sensu stricto, certaines infections alimentaires généralement
attribuées a B. cereus sensu stricto ont pu avoir ét€ causées par B. thuringiensis
(Rosenquist et al., 2005). Outre les maladies d’origine alimentaire, B. thuringiensis a
aussi été associé¢ a d’autres infections touchant I’étre humain, telles que la nécrose de
tissus associés a des plaies, des infections oculaires et des périodontites (Callegan et al.,
2006; Helgason et al., 2000a; Hernandez et al., 1999).

- B. weihenstephanensis: elle est caractérisée par sa capacité a croitre a des températures

comprises entre 4 °C et 7 °C et son incapacité a croitre au-dela de 42 °C (Lechner, et al.,
1998). De plus, elle possede des séquences signatures spécifiques au niveau du gene ARNr
16S et du geéne cspA qui code la protéine majeure de réponse a un stress au froid (Lechner
et al., 1998). Néanmoins, il a ét¢ montré que certaines souches psychrotolérantes du
groupe B. cereus n’appartiennent pas a 1’espece B. weihenstephanensis (Bartoszewicz et
al., 2009; Stenfors et Granum, 2001). De plus, il a été montré que certaines souches
ayant la capacité de se développer a 43 °C possedent la signature cspA (Bartoszewicz et
al., 2009; Lechner et al., 1998; Stenfors et Granum, 2001). Bien qu’a ce jour et a notre
connaissance, B. weihenstephanensis n’ait jamais été identifiée comme étant a 1’origine

de TIAC, certaines souches peuvent produire les toxines décrites chez B. cereus sensu
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stricto (Stenfors et al., 2002). Une étude menée par Thorsen et al. (2006) a montré que
certaines souches de B. weihenstephanensis hébergent les génes relatifs a la production
du céréulide similaire aux souches émétiques de B. cereus sensu stricto et pouvant étre
actifs a 7 °C. Baron et al. (2007) ont montré qu’une souche de B. weihenstephanensis
isolée d’ovoproduits altérés était capable de produire des toxines, méme a faible
température. En outre, cette espéce est connue pour causer des problémes dans I’industrie
en raison de sa capacité a altérer les aliments et en particulier les aliments réfrigérés
(Baron et al., 2007; Hoton et al., 2009; Samapundo et al., 2011a; Stenfors et al., 2002;
Thorsen et al., 2009).

- B. mycoides et B. pseudomycoides: ces especes ont la particularité d’étre des bactéries

saprophytes, non mobiles et dont la morphologie des colonies est a croissance rhizoidale
(Figure 1). Outre cette distinction phénotypique avec les autres espéces du groupe B.
cereus. La composition en acides gras de leurs parois permet de distinguer ces deux
especes des cinqg especes du groupe B. cereus mais aussi entre elles (Nakamura, 1998).
Un autre moyen pour distinguer ces deux especes est la capacité que possede B. mycoides
a produire de 1’acétanilide (Jensen et al., 2003; Nakamura, 1998; Nakamura et
Jackson, 1995). Ces bactéries ne sont pas, jusqu’a présent, reconnues comme des agents
pathogenes pour I’Homme contrairement a la plupart des autres membres du groupe B.
cereus (Guinebretiére et al., 2008).

- B. cytotoxicus: cette espece est décrite en 2013 (Guinebretiere et al., 2013). B.

cytotoxicus se distingue des autres especes du groupe par son incapacité a croitre a des
températures inférieures a 17 °C. Cependant, elle est capable de se multiplier a des
températures entre 48 °C et 53 °C, c’est une espece thermotolérante (Auger et al., 2008;
Guinebretiére et al., 2013). B. cytotoxicus constitue 1’'une des trois especes du groupe
connues pour étre pathogéne pour ’Homme (Auger et al., 2008; Guinebretiére et al.,
2013). La pathogénicité particulierement élevée de cette souche a été attribuée a la
production d’une nouvelle toxine, formeuse de pores, appelée cytotoxine K-1 (CytK-1)
(Fagerlund et al., 2004; Lapidus et al., 2008; Lund et al., 2000). Cette toxine est
responsable de la lyse des cellules épithéliales dans 1’intestin, provoquant alors une

diarrhée (Guinebretiére et al., 2010; Hardy et al., 2001).
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(a) (b)

Figure 1: Colonies de B. mycoides (Di Franco et al., 2002). Les colonies sont
formées par des cellules bacillaires reliées bout a bout et formant des filaments
qui fonctionnent comme des faisceaux, avec une direction de courbure
génétiquement déterminée.

(a): Les colonies s’étendent dans le sens des aiguilles d’une montre. (b): Les colonies s’étendent
avec une courbure opposée (dans le sens inverse des aiguille d’une montre).
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Principaux caractéres communs et distinctifs des especes du groupe
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En conclusion, la classification du groupe B. cereus, basée sur des caracteres
phénotypiques et/ou sur leurs facteurs de virulence, ménent a plonger la compréhension
de ce groupe au cceur de nombreuses confusions. Ceci est illustré par le fait qu’au sein du
groupe B. cereus, il existe des souches psychrotolérantes qui ne sont pas des B.
weihenstephanensis (Bartoszewicz et al., 2009; Stenfors et Granum, 2001). De plus,
des facteurs de virulence, codés par des geénes qui sont portés par des plasmides et étant
connus pour étre spécifiques a une espece, ont été découverts dans d’autres especes du
groupe (Van der Auwera et al., 2007; Zwick et al., 2012).

En outre, certaines méthodes moléculaires actuelles comme les combinaisons de typage
par séquencage multilocus (MLST) (Oh et al., 2012) ainsi que la comparaison de
génomes complets (Liu et al., 2015), ont démontré que cette classification est sujette a de
nombreuses controverses, en raison de la grande proximité génotypique entre les
différentes especes de ce groupe. En effet, les membres de chaque espéce peuvent étre
mélangés, ce qui conforte 1’idée que les différents taxons devraient étre vus comme une
seule espece (Priest et al., 2004). C’est pourquoi on a pu assister dernierement, a de
nombreuses propositions quant a I’ajout de nouvelles espéces au sein du groupe, comme
B. toyonensis (Jiménez et al., 2013; Pfrunder et al., 2016), B. wiedmannii (Miller et al.,
2016), B. gaemokensis (Jung et al., 2010), B. bingmayongensis (Liu et al., 2014) et B.
manliponensis (Jung et al., 2011).

Afin de mieux s’entendre sur le périmétre de ce groupe bactérien, une classification a été
proposée par Guinebretiére et al. (2008). Elle a permis d’¢laborer des hypothéses
phylogénétiques robustes a propos des relations évolutives entre les différents membres
du groupe. Cette classification est basée sur des données moléculaires (les profils AFLP,
les séquences des genes ribosomaux et la séquence du geéne panC) ainsi que sur des
données descriptives et phénotypiques, comme la gamme de températures de croissance
et les niches thermiques. Dans une étude ultérieure, Guinebretiere et al. (2010) ont
montré qu’un séquencage partiel du géne de ménage panC permettait d’affecter
précisément une souche de B. cereus sensu lato a son groupe phylogénétique. Les
différentes especes du groupe B. cereus mentionnées précédemment se répartissent ainsi
en sept groupes phylogénétiques (I-VII) (Tableau 2). Selon cette classification, une
espece peut étre présente dans plusieurs groupes a la fois. En effet, I’espece B. cereus
sensu stricto se retrouve a la fois dans les groupes II, III, IV et V, tandis que 1’espece B.
thuringiensis est observée dans les groupes II, III, IV, V et VI. Cependant, les espéces B.

pseudomycoides B. anthracis et B. cytotoxicus se retrouvent uniquement dans les groupes

16



Etude Bibliographique

I, IIT et VII, respectivement. Les espéces B. weihenstephanensis et B. mycoides
correspondent au groupe V1. Ainsi, cette classification révele la complexité du groupe B.
cereus. Chaque groupe est caractérisé, en outre, par un profil thermique de croissance
particulier et par des capacités de virulence spécifique (Thorsen et al., 2015). On trouve
un groupe thermophile (VII) dont la température de croissance varie de 17 °C a 53 °C,
deux groupes mésophiles (III, IV) dont les gammes de températures de croissance sont
respectivement comprises entre 15 et 45 °C et 10 et 45 °C, deux groupes intermédiaires
(I, V) ayant des températures de croissance comprises entre 10 et 43 °C et 8 et 40 °C,
respectivement et enfin deux groupes psychrotrophes (II, VI). Ces deux groupes
psychrotrophes se différencient par leur gamme de températures de croissance : Les
souches du groupe II sont incapables de croitre a des températures inférieures a 7 °C mais
elles le peuvent jusqu'a 40 °C, alors que celles du groupe VI sont capables de croitre des
5 °C mais sont incapables de le faire au-dela de 37 °C. Un autre moyen pour distinguer
ces deux groupes est la présence de la signature de psychrophilie dans la séquence du
gene cspA. En effet, seules les souches du groupe VI la possédent. Le groupe
phylogénétique VII serait le plus proche d'un ancétre commun. En effet, Guinebretiére
et al. (2008) suggerent que B. cereus sensu lato soit issu d'un ancétre thermophile et qu'il
évolue vers la psychrophilie. La coexistence de deux groupes psychrotrophes, les groupes
IT et VI, indique que B. cereus sensu lato a subi des évolutions, lui permettant une
adaptation a de nouvelles niches écologiques. Les souches appartenant au groupe VI sont
plus fortement marquées par le caractére psychrotrophe que les souches du groupe
phylogénétique II. Ces derni¢res semblent étre en cours de différenciation des groupes
mésophiles. Les souches impliquées dans des cas de TIAC sont regroupées
majoritairement dans les groupes III, IV et VII. Les souches psychrotrophes du groupe
VIn'ont pas été associées a des TIAC et possédent un faible potentiel cytotoxique in vitro
(Cadot et al., 2010). Certaines souches du groupe VI pourraient toutefois héberger des
genes qui coderaient la toxine émétique (Thorsen et al., 2006). Comme ces geénes sont
portés par le plasmide pCEREO1 (Hoton et al., 2005), ils pourraient étre transférés d'une
souche a une autre (Van der Auwera et al., 2007; Zwick et al., 2012). Au contraire du
groupe VI, le groupe phylogénétique II regroupe des souches isolées de TIAC. Il existe
donc un risque d'émergence de souches psychrotolérantes capables de produire des
toxines aux températures de réfrigération. De plus, I’espéce B. cyfotoxicus, qui
correspond au groupe phylogénétique VII, est connue pour étre pathogeéne pour I’Homme

(Auger et al., 2008; Guinebretiére et al., 2013). La pathogénicité particulierement
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¢levée de cette souche a été attribuée a la production de la cytotoxine K-1 (CytK-1)

(Fagerlund et al., 2004; Lapidus et al., 2008; Lund et al., 2000).
2.3. La contamination des produits alimentaires par le groupe B.

cereus

Le groupe B. cereus peut étre qualifi¢ d’ubiquitaire car on le retrouve dans un grand
nombre d’environnements. On a pu isoler des souches du groupe B. cereus a partir
d’échantillons d’eau douce ou salée, d’air, de sols, de plantes, d’animaux (Pignatelli et
al., 2009) et d’une large gamme d’aliments, allant d’aliments réfrigérés a des aliments
déshydratés (Guinebretiére et al., 2008; Merzougui et al., 2013b, 2014). Les sols
constituent le réservoir primaire de cette bactérie. De ce fait, le groupe B. cereus est
retrouvé, sous sa forme végétative ou sporulée, dans de nombreuses matieres agricoles
provenant du sol. En conséquence, de nombreuses contaminations alimentaires peuvent
se manifester, soit directement sur le lieu de production de la matiére premiére, soit durant
les processus de fabrication des aliments en IAA, en raison de la forte capacité
d’adhérence des spores sur les équipements, les rendant ainsi trés difficiles a éliminer du
procédé (Andersson et al., 1995). En outre, il peut y avoir une nouvelle contamination
et/ou une sélection de certaines souches déja présentes, durant le procédé de
transformation et/ou au cours de la conservation des aliments. En effet, une conservation
prolongée des aliments traités par la chaleur a des températures réfrigérées entraine une
croissance des souches psychrotrophes du groupe B. cereus qui ont résisté aux traitements
thermiques. D’autres souches thermorésistantes peuvent supporter des températures
supérieures a 55 °C et se multiplier rapidement au cours du refroidissement des aliments
traités thermiquement.

Le groupe B. cereus est associé a plusieurs TIA liées aux produits céréaliers comme le riz
et les pates (Cadel et al., 2012; Lee et al., 2009; Mortimer et McCann, 1974), les
légumes et les fruits (Cadel et al., 2012; De Buyser et al., 2008; Stenfors Arnesen et
al., 2008), les sauces et les soupes (Rosenquist et al., 2005), ainsi que les épices (Aksu
et al., 2000; kneifel et Berger, 1994). Contrairement a Clostridium perfringens, qui est
généralement impliqué dans les TIA liées a la consommation de viandes et de produits
carnés contamingés, le groupe B. cereus est le plus souvent décrit comme agent de TIA 1i¢
a la consommation de produits d’origine végétale (EFSA, 2011, 2012, 2013, 2014, 2015a,
2015b). Le groupe B. cereus a été retrouvé sur de nombreux légumes présents dans un

gaspacho (14 % des échantillons d’oignons et de courgettes, 33 %, 43 %, 90 % et 100 %
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des échantillons de concombre, de carottes, de tomates et de poivres,
respectivement (Valero et al, 2002). Méme si les produits carnés restent moins
fréquemment contaminés par le groupe B. cereus, Nortje et al. (1999) ont montré la
présence de ces bactéries sur des échantillons de produits carnés transformés comme le
salami et la saucisse, ainsi qu’a la surface de poulets rotis. De plus, le groupe B. cereus a
¢té mis en évidence dans des produits laitiers, comme des crémes et des crémes glacées,
des poudres de lait ou encore du lait pasteurisé ou fermenté (EFSA Panel on Biological

Hazards, 2016; Hauge, 1950; Wong et al., 1988).
2.4. Toxines de B. cereus responsables des maladies d’origine

alimentaire

La présence de B. cereus sensu lato dans les matrices alimentaires, soit sous forme
végétative, soit sous forme sporulée, ne représente pas systématiquement un risque pour
la sant¢ des Hommes dans la plupart des cas. En effet les TIA liées a des souches
pathogénes du groupe B. cereus sont le plus souvent associées a une charge bactérienne
égale ou supérieure a 10* CFU/g ou mL d’aliments consommés (Food Standards
Australia New Zealand, 2001). Néanmoins, des épidémies associées a des aliments
contenant 10° CFU/g ou mL ont déja été décrites (Gilbert et Kramer, 1986; Stenfors
Arnesen et al., 2008). Les signes cliniques d’une maladie d’origine alimentaire, dont
I’agent causal est B. cereus, sont généralement bénins et a résolution spontanée dans les
24 heures. En effet, la probabilité de répercussion indésirable grave est jugée faible.
Cependant, si la maladie survient chez un sujet immunodéprimé, elle peut conduire a des
complications séveres et méme a la mort (Dierick et al., 2005; Granum, 2007; Mahler
et al., 1997; Tatara et al.,2013). B. cereus sensu lato tire son pouvoir pathogene de sa
capacité d’adaptation aux conditions environnementales et de sa capacité a sécréter des
toxines. Selon la ou les toxine(s) produite(s), les souches pathogenes d’origine
alimentaire du groupe B. cereus peuvent €tre a 1’origine de deux types de maladies : le
syndrome diarrhéique et le syndrome émétique (Granum, 1994). Le premier, causé par
une ou plusieurs entérotoxines, se traduit par des diarrhées et des crampes abdominales,
tandis que le second, causé par une toxine émétique, aboutit a des nausées et des
vomissements. Leurs caractéristiques respectives sont reprises dans le Tableau 3.

Les risques liés a I’ingestion de B. cereus sensu lato et/ou de leurs toxines dépendent
fortement de la souche, du niveau de contamination et des modalités de préparation de

I’aliment incriminé.
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Groupes Espéces Sous- Gamme de T° de Associatio % des souches comprenant Résistance
groupes croissance ( °C) n a des des
TIA hbl | CytK-2 CytK-1 nhe | ces spores®
I B. pseudomycoides I-1 10-43 Non 41 0 0 100 0 ND
1-2 (Mésophiles 71 0
intermédiaire)
B. cereus Il 7-40
II B. thuringiensis 11 II (Psychrotolérantes) Oui 61 13 0 100 0 ++
(Absence du géne
cspA)
B. cereus 111 II1-1 67 73 0
B. thuringiensis 111 II1-2 12 31 31
Souches émétiques 111-3 15-45 14 57 7
111 (Mésophiles) Oui 0 100 +++
B. anthracis
B. cereus 111-4 111-4 14 39 0
B. thuringiensis I11-4
B. cereus IV Iv-1 10-45 97 79 ++
v B. thuringiensis IV 1v-2 (Mésophiles) Oui 97 97 0 100 0
Iv-3 86 79
B. cereus V 8-40 ++
Vv B. thuringiensis V Vv (Mésophiles Oui 88 6 0 100 0
intermédiaiires)
B. weihenstephanensis VI-1 5-37 83 0 0 100 0 +
VI B. mycoides VI-2 (Psychrotolérantes) Non 60 0 100
B. thuringiensis VI (Présence du géne
cspA)
Vi B. cytotoxicus Vi 17-53 Oui 0 0 100 100 0 +++
(Thermotolérantes)

ND: Non dérerminé
3Classement établit par Afchain et al. (2008); Carlin et al. (2006, 2010)
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Tableau 3: Caractéristiques des deux types de maladies d’origine alimentaire liées au
groupe B. cereus (Stenfors Arnesen et al., 2008).

Caractéristiques Syndrome diarrhéique Syndrome émétique

Toxines produites Entérotoxine(s) Céréulide

Lieu de production Intestin gréle de I’hote Préformée dans I’aliment

Dose infectieuse 10°-10% CFU 8-10 pg/kg de masse corporelle
Temps d’incubation 8-16 h 0,5-6 h

Durée de I’infection 12-24 h 6-24 h

Symptémes Crampes abdominales, diarrhées profuses Nausées, vomissements et malaises
Aliments impliqués Produits carnés, soupes, légumes, sauces, Riz cuisiné ou frit, pates et nouilles

lait et produits laitiers

2.4.1. Syndrome diarrhéique

Le syndrome diarrhéique fait suite a la consommation d’aliments contaminés par des
spores et/ou des cellules végétatives de B. cereus (Stenfors Arnesen et al., 2008). Les
aliments riches en protéines tels que les viandes, les Iégumes, les sauces et les produits
laitiers sont le plus souvent liés a ce type de syndrome (Stenfors Arnesen et al., 2008).
Suite a leur ingestion, comme le montre la Figure 2, les spores et/ou cellules végétatives
qui ont survécu au passage de I’estomac vont reprendre leur croissance et produire des
entérotoxines au niveau de I’intestin gréle de 1’hote (Clair et al., 2010). Les souches
diarrhéiques du groupe B. cereus agissent par un mécanisme de toxi-infection qui est un
processus classiquement observé chez d’autres bactéries entériques avec plusieurs phases
successives (Granum et Lund, 1997) : (i) une mobilité flagellaire, orientée par le
chimiotactisme, qui permet a la bactérie de se rapprocher des cellules intestinales. (ii) une
adhésion aux cellules intestinales. (iii) une multiplication cellulaire directe ou apres
germination s’il s’agit d’une cellule végétative ou d’une spore, respectivement. (iv) une
production de toxines. Le transit des cellules dans 1’estomac dure au minimum 6 heures
et 4 heures dans I’intestin gréle (Granum et al., 1995). Les symptomes liés a ces
entérotoxines se traduisent par des douleurs, des crampes abdominales et une diarrhée
profuse (Stenfors Arnesen et al., 2008). Ces symptomes surviennent 8 a 16 heures apres
I’ingestion d’aliments contenant entre 10° et 10% cellules ou spores/g et durent au
maximum une journée (Stenfors Arnesen et al., 2008).

L'ingestion de toxines diarrhéiques préformées dans les aliments n’est que rarement

directement a ’origine d’intoxinations (Bourgeois et Larpent, 1996). En effet, ces
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toxines sont thermolabiles et ne résistent ni aux enzymes protéolytiques ni au pH acide
lors du passage dans 1’estomac (Dromigny, 2008).

Les entérotoxines responsables du syndrome diarrhéique causé par les bactéries du
groupe B. cereus ne sont pas clairement identifiées. En effet, divers entérotoxines sont
proposées comme étant la cause du syndrome diarrhéique : HBL, NHE, BeeT, EntFM et
CytK (Tableau 4). Cependant, les candidates les plus probables sont les entérotoxines
HBL, NHE et CytK (Guinebertiére et al. 2002; Granum, 2007; Samapundo et al.,
2011b; Stenfors Arnesen et al., 2008). Les génes codant pour ces entérotoxines sont
retrouvés dans quasiment tous les groupes phylogénétiques composant le groupe B.
cereus sensu lato (Guinebretiére et al., 2008; Guinebretiere et al., 2010), avec des
prévalences différentes selon les toxines (Tableau 2). D’autres facteurs de virulence, tels
que d’autres hémolysines et diverses enzymes peuvent aussi contribuer a la pathogénicité
des bactéries du groupe B. cereus. Actuellement, on ne sait toujours pas si le syndrome
diarrhéique est causé par 1'une de ces molécules ou par la combinaison et 1’action
synergique de plusieurs toxines et enzymes hydrolytiques (Bottone, 2010; Castiaux et
al., 2016; Doll et al., 2013; Haug et al., 2010; Stenfors Arnesen et al., 2008).

L’hémolysine BL. (HBL.): c’est un complexe protéique composé de trois sous-unités

comprenant deux composants lytiques, L2 et L1 codées respectivement par les genes hb/C
et hblD et la protéine de liaison B, codée par le géne h1b/A4 (Beecher et Macmillan, 1990,
1991; Granum et al., 1993; Heinrichs et al., 1993; Ryan et al., 1997). Un quatri¢me
composant, HbIB, dont la fonction est inconnue, codé par le géne /4blB, est produit chez
la souche ATCC 14579 (Clair et al., 2010). Les 3 composantes du HBL sont secrétées
indépendamment pendant la phase exponentielle de croissance, avec un maximum en fin
de phase (Dromigny, 2008). Cependant, la combinaison des trois composantes est
nécessaire a l’activité biologique maximale de la toxine. L’interaction des trois
composantes avec les cellules d’épithélium de 1’hote entraine la formation de pores
transmembranaires qui conduit a la lyse cellulaire (Ceuppens et al., 2011).
L’entérotoxine HBL est une toxine hémolytique, cytotoxique, dermonécrotique et elle

entraine une augmentation de la permeéabilité vasculaire (Beecher et Wong, 1997).

L’entérotoxine non hémolytique (NHE): c’est un complexe protéique non hémolytique
comprenant les protéines NheA, NheB et NheC, codées respectivement par les geénes
nheA, nheB et nheC (Granum et al., 1999; Moravek et al., 2004). Contrairement a HBL,
NHE ne dispose pas d’activit¢ hémolytique, mais d’une autre activité toxique. La

complexation des trois composantes de I’entérotoxine NHE est indispensable pour que
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’activité biologique de la toxine soit maximale (Lund et Granum, 1996). En outre, un
ratio molaire entre NheA, NheB et NheC de 10:10:1, respectivement, permet d’atteindre
une activité cytotoxique maximale sur les cellules épithéliales (cellules Vero) (Lindbéick
et al., 2004). La faible quantité de NheC, par rapport a celle de NheA et de NheB, est due
a la présence d’un atténuateur de transcription situé en amont du géne nheC. Cet ¢lément
stoppe la transcription 9 fois sur 10 (Lindbéck et al., 2004, 2010). Les modes d’action
de HBL et NHE sont comparables (Lund et Granum, 1997). En effet, le complexe NHE
entraine la lyse cellulaire suite a la perturbation de I’intégrit¢ des membranes plasmiques
¢épithéliales par la formation de pores transmembranaires (Fagerlund et al., 2008; Haug
et al., 2010; Lindbiick et al., 2004).

La cytotoxine K (CytK): contrairement aux toxines HBL et NHE, la cytotoxine K

(CytK) n’est pas un complexe protéique tripartite mais une protéine simple de 34 kDa
codée par le géne cytK. Elle posséde une activit¢ dermonécrotique, cytotoxique et
hémolytique vis-a-vis de 1’épithélium intestinal (Hardy et al., 2001; Lund et al., 2000).
L’activité entérotoxique de CytK se traduit par la création de pores transmembranaires
dans les cellules épithéliales de I’intestin (Senesi et al., 2010). En 1998, CytK a été¢ mise
en évidence pour la premiére fois comme étant a 1’origine d’une TIAC en France. Elle a
¢été isolée a partir de NVH391-98, la souche type de I’espece B. cytotoxicus (Lund et al.,
2000; Ramarao et Sanchis, 2013; Samapundo et al., 2011b). Initialement désignée
CytK, cette protéine a été renommée CytK-1 apres la découverte de CytK-2, un variant
dont la séquence en acides aminés montre 89 % de similarité¢ avec celle de CytK-1
(Brillard et Lereclus, 2004; Guinebretiére et al., 2006). Le géne cytK-1 correspondant
au variant original n’est présent que chez B. cytotoxicus (groupe phylogénétique VII),
tandis que le géne cytK-2 est présent chez la majorité des souches des autres groupes
phylogénétiques (Brillard et Lereclus, 2004). Ces caractéristiques constituent ainsi une
méthode d’identification de B. cytotoxicus (EFSA Panel on Biological Hazards, 2016).
I1 a ét¢ montré que la cytotoxine CytK-1 est cinq fois plus toxique que la cytotoxine CytK-
2 vis-a-vis de cellules épithéliales de type Caco-2 et Vero (Fagerlund et al., 2004).

L’entérotoxine T (BceT): c’est une protéine cytotoxique de 41 kDa, codée par le gene

bceT (Agata et al., 1995). Cette entérotoxine n’est pas hémolytique mais elle présente
une activité cytotoxique vis-a-vis de des cellules Vero. En effet, lorsqu’elle est
administrée dans une anse iliaque ligaturée de souris, BceT augmente la perméabilité
capillaire et provoque une accumulation de liquide. Cependant, la proposition du BeeT

comme entérotoxine diarrhéique a été désapprouvée apres qu’il ait été suggéré que la
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construction clonique du bceT était un artefact de clonage (Choma et Granum, 2002;
Hansen et al., 2003). En effet, cette entérotoxine est dépourvue de séquence signal et elle
serait libérée apres une lyse des cellules bactériennes.

L’entérotoxine FM (EntFM): elle est constituée d’une seule sous-unité d’une masse

moléculaire de 45 kDa. Cette entérotoxine semble identique a 1’entérotoxine EntFM
décrite par Asano et al. (1997) chez la souche FM1. Elle est inactivée par la trypsine, la
pepsine, les pH acides et elle est thermolabile. Son pouvoir entérotoxique n’a cependant
pas été démontré.

Autres facteurs de virulence: les autres facteurs de virulence spécifiques au groupe B.

cereus, permettant 1’établissement et le développement des infections comprennent
d’autres hémolysines (céréolysine O, hémolysine II,...) et diverses enzymes. les
métalloprotéases conférent a la bactérie la capacité d’échapper aux macrophages, les
phospholipases spécifiques de la phosphatidylcholine et du phosphatidylinositol, les
sphingomy¢linases et les collagénases (Beecher et al., 2000; Cadot et al., 2010; Gohar
et al., 2002; Guillemet et al., 2010; Pomerantsev et al., 2003; Ramarao et Lereclus,

2005).

céréulide
E "i...,.. Spores et cellules

S rmvmug Végétati\-’f.’s

Germination
développement
production de
facteurs de virulence —» Nhe
) = i Hbl
CytK
Syndrome émétique Syndrome diarrhéique

Figure 2: Schéma représentant les deux types de maladies d’origine
alimentaire dues aux bactéries du groupe B. cereus (Guérin, 2016).
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Masse Kits de
Toxines Caractéristiques Déterminants génétiques Moléculaire Toxicité détection Références
(kDa)
Hémolysine BL (HBL) Protéine tripartie B codée par le gene hbiA 38 -
L1 codée par le géne hbID 38,5 Cellules Vero - Beecher et Wong, 1997
L2 codée par le géne AbIC 43,2 BCET-RPLA
(Oxoid)
Entérotoxine Non Protéine tripartite =~ NheA codée par le géne nheAd 41 BDE-ELISA
Hémolytique (NHE) (Tecra) Lund et Granum, 1996;

Entérotoxine T (BceT)

Entérotoxine FM (EntFM)

Cytotoxine K (CytK)

Céréulide

Une seule protéine

Une seule protéine

Une seule protéine
Variant 1 (CytK-1)

Une seule protéine
Variant 2 (CytK-2)

Dodécadepsipeptide
Cyclique

NheB codée par le géne nheB

NheC codée par le géne nheC

codée par le géne bceT

codée par le gene entFM

codée par le géne cytK-1

codée par le geéne cytK-2

codée par le cluster ces

39,8 Cellules Vero

36,5
41
45
Cellules Vero
et Caco-2
34
1,2 Cellule Hep-2

Granum et al., 1999;
Lindbéck et al., 2004

Agata et al., 1995
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Lund et al., 2000;
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Guinebretiere et al., 2006

Biesta-Peters et al., 2010
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2.4.2. Syndrome émétique

Le syndrome émétique est le deuxiéme type de maladie d’origine alimentaire due au
groupe B. cereus. Les souches responsables du syndrome émétique sont désignées
« souches émétiques ». Néanmoins, plusieurs études montrent que ces souches produisent
aussi les toxines diarrhéiques (Guinebretiere et al., 2010). Les souches émétiques sont
assez rares dans 1’environnement, représentant environ 1,5 % des souches de B. cereus
isolées (Ceuppens et al., 2011; Hoton et al., 2009). Elles sont généralement mésophiles
et appartiennent au groupe phylogénétique III (Carlin et al., 2006; Guinebretiére et al.,
2008; Guinebretiere et al., 2010).

Le syndrome émétique est caractérisé par une crise aigué de nausées et de vomissements
qui surviennent 0,5 a 6 heures apres 1’ingestion du repas incriminé (Ehling-Schulz et al.,
2004a). Ces symptomes sont bénins et ne durent pas plus de 24 heures (Dromigny, 2008).
Cependant, des complications, voire des cas de mort soudaine, sont toujours a craindre
chez les individus fragiles en raison de la brutalité des vomissements (Mahler et al.,
1997; Naranjo et al., 2011; Posfay-Barbe et al., 2008). La rapidité de I’apparition des
symptomes suggere que la toxine est préformée dans 1’aliment avant d’étre ingérée
(Agata et al., 2002; Ehling-Schulz et al., 2004a). [’agent étiologique du syndrome
émétique est le céréulide, qui est un petit dodécadepsipeptide cyclique de 1,2 kDa,
constitu¢ d’une séquence de deux acides aminés et de deux oxyacides répétée trois fois
(D-O-Leu-D-Ala-D-O-Val-D-Val); (Agata et al., 1994). Sa structure est présentée dans
la Figure 3. Les matrices alimentaires le plus souvent associées au syndrome émétique
sont riches en amidon, telles que les nouilles, les pates et le riz, et n’auraient pas été
conservées dans des conditions de températures appropriées apres leur cuisson (Kramer
et Gilbert, 1989; Schoeni et Lee Wong, 2005). Les aliments contaminés ont des
propriétés organoleptiques non modifiées malgré le nombre élevé de bactéries qu’ils
hébergent (Agata et al., 1996; Pirttijiarvi et al., 1999). En effet, les souches émétiques
sont incapables d’hydrolyser 1’amidon et, la plupart du temps, aucun impact de leur
développement n’est noté sur le goit, I’odeur et 1’aspect de ’aliment. La quantité de
céréulide produite dépend des phases du cycle de vie de la souche, de la matrice
alimentaire ainsi que de facteurs externes comme la température, le pH et la disponibilité
en oxygene (Ehling-Schulz et al., 2004a; Higgblom et al., 2002; Jiiskeldinen et al.,
2004; Thorsen et al., 2009). La production du céréulide démarre a la fin de la phase

exponentielle de croissance et atteint son maximum pendant la phase stationnaire de
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croissance (Thorsen et al., 2009). La dose minimale de céréulide requise pour provoquer
le syndrome se situe entre 8 et 10 ng de céréulide/ kg de masse corporelle (Stenfors
Arnesen et al., 2008). Une telle quantité de céréulide peut étre produite dans les aliments
lorsque la charge microbienne atteint une concentration supérieure ou égale a 10° UFC/g
(EFSA Panel on Biological Hazards, 2005). Sachant que les températures permettant la
synthése du céréulide sont comprises entre 12 et 37 °C, avec un maximum allant de 12 a
22 °C, une conservation trop longue de I’aliment a température ambiante peut permettre
aux spores qu’il contient de germer et aux cellules végétatives de proliférer et d’atteindre
rapidement ce seuil. Cependant, certaines souches psychrotolérantes appartenant au
groupe phylogénétique VI (B. weihenstephanensis) ont été décrites comme émétiques et
sont donc capables de se développer et de produire le céréulide a des températures
comprises entre 4 °C et 7 °C (Guinebretiére et al., 2008; Guinebretiere et al., 2010;
Thorsen et al., 2006). Ces souches représentent un risque important au niveau de la
sécurité microbiologique des denrées stockées au réfrigérateur. En effet, Guérin et al.
(2017) ont montré que certaines souches psychrotolérantes de B. cereus sont capables de
produire du céréulide a partir de 8 °C et cette production peut atteindre des concentrations
pouvant causer des intoxinations a partir de 10 °C.

Le céréulide est une molécule extrémement stable, capable de résister a une large gamme
de pH, allant de 2 a 11, a des traitements thermiques permettant d’éliminer les bactéries
sous leur forme végétative (121 °C pendant 30 min) (Pirhonen et al., 2005; Rajkovic et
al., 2008a) et a I’hydrolyse par des enzymes telles que la pepsine et la trypsine (Agata et
al., 1995; Agata et al., 2002; Rajkovic et al., 2008a; Shinagawa et al., 1996). Le
céréulide est ainsi difficile a éliminer de I’aliment et contamine directement 1’individu au
moment de 1’ingestion, méme si la bactérie n’est plus présente (Stenfors Arnesen et al.,
2008). Une fois ingéré, il est trés probable que le céréulide reste intact dans le tractus
gastro-intestinal (Figure 2). En effet, il n’est détruit ni par I’acide gastrique ni par les
enzymes protéolytiques du tractus intestinal (Agata et al., 1994; Shinagawa et al., 1996).
Cette toxine serait capable de se lier, sous sa forme active, au récepteur 5-HT3 des
terminaisons vagales du tube digestif entrainant une stimulation du nerf vague afférent et
provoquant les vomissements (Agata et al., 1995). De plus, sa structure étant semblable
a celle de la valinomycine produite par Streptomyces tsusimaensis, le céréulide agirait en
provoquant la formation d’un canal ionophore spécifique au potassium (Teplova et al.,
2006). Par conséquent, on assiste a une perturbation de I'activit¢é mitochondriale des

cellules hépatiques, par blocage de la phosphorylation oxydative, ce qui est trés néfaste
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pour le foie (Ehling-Schulz et al., 2004a; Kotiranta et al., 2000; Mahler et al., 1997;
Mikkola et al., 1999). Il a aussi ét¢ montré qu’une exposition chronique a de faibles
concentrations de céréulide peut étre impliquée dans des cas de diabéte
(Vangoitsenhoven et al., 2015).

La synthése du céréulide se fait par une voie indépendante de I’intervention des
ribosomes, via une synthétase peptidique non ribosomale (NRPS) codée par le cluster de
genes ces (Ehling-Schulz et al., 2005). Ce cluster de genes est le plus souvent porté par
un méga-plasmide nommé pCEREO1 ou pCER270, qui ressemble au plasmide pXO1 de
B. anthracis (Hoton et al., 2005). Cependant, chez de rares souches émétiques du groupe,
les déterminants génétiques du céréulide sont localisés sur d’autres plasmides ou sur le
chromosome (Hoton et al., 2009; Mei et al., 2014). Cette variation d’emplacement

suggere une mobilité génétique et/ou la présence de transferts génomiques.
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Figure 3: Structure du céréulide (A) et structure en 2D (B) (Pitchayawasin et al., 2003).
2.5. Larégulation de la toxinogenése chez le groupe B. cereus

Bien que les souches du groupe B. cereus soient phylogénétiquement apparentées, elles
sont potentiellement différentes au niveau phénotypique. Pour preuve, le niveau de
production des entérotoxines HBL et NHE est variable chez des souches cultivées dans
les mémes conditions (Guinebretiére, et al., 2002; Moravek, et al., 2006). Cette
différence de pathogénicité entre les souches du groupe B. cereus est due au systéme
complexe de régulateurs permettant a ces bactéries d'affiner, de moduler et d’adapter
facilement leur comportement en réponse a différents signaux environnementaux,
nutritionnels et intrinséques. La complexit¢ de ce systeme résulte du nombre de
régulateurs et de leurs interactions. Le régulateur pléiotrope PlcR (Phospholipase C

Regulator, 34 kDa) est impliqué notamment dans 1’activation de nombreux geénes de
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pathogénicité incluant hbl, nhe, cytK, des geénes codant pour la cereolysine O,
I'hémolysine III, la métalloprotéase InhA2, ainsi que les génes codant pour les trois
phospholipases C (PCPLC, PI-PLC, SMase) (Gohar et al., 2002). PIcR régulerait
potentiellement d’autres régulateurs, des protéines de dégradations, des enzymes du
métabolisme, des protéines de motilité et de chimiotactisme, des peptides antibactériens
ainsi qu’une variété de protéines impliquées dans le transport actif dont des pompes a
efflux d’antibiotiques (Ivanova, et al., 2003). Le régulateur PlcR déclenche la
transcription des genes codant pour les entérotoxines pendant la phase de transition entre
la phase de latence et la phase exponentielle en réponse a I'augmentation de la densité
cellulaire (Gohar et al., 2008). Il a ét¢é montré également que la toxicité est maximale
pendant la phase de croissance exponentielle (Duport et al., 2004; Zigha et al., 2006).
Afin de faire face aux variations des signaux de I’environnement tels la variation
de I’aération, du pH, de la source de carbone ou du fer, les bactéries du groupe B. cereus
régulent I’expression de nombreux genes, dont leurs facteurs de virulence, en réponse a
ces signaux percus. Ceci implique des protéines régulatrices telles que Fnr, ResDE, CcpA
et CodY (Duport et al., 2006; Zigha et al, 2007; van der Voort et al, 2008; Esbelin et
al, 2009, 2012; Messaoudi et al. 2010) ainsi que d'autres systemes de régulation a deux
composants, jusqu'ici moins caractérisés (Ceuppens et al., 2011). La Figure 4 synthétise
le role des différents régulateurs sur l'expression des facteurs de pathogénicité ainsi que

les signaux environnementaux auxquels ces régulateurs répondent.
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Figure 4: Représentation schématique des réseaux de régulations des facteurs de
pathogénicité chez le groupe B. cereus (Ceuppens et al., 2011).
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2.6. La résistance des membres du groupe B. cereus aux agents
antimicrobiens
Dans le cas ou il existe un cas suspect d'infection di au groupe B. cereus, un traitement
empirique peut étre nécessaire dans I’attente du profil de sensibilité aux antibiotiques. La
pénicilline G, appartenant a la famille des B-lactamates, est le premier antibiotique a avoir
été¢ largement utilis¢é en médecine (Fluit et al., 2001). Elle est a proscrire dans le
traitement des toxi-infections alimentaires dues au groupe B. cereus. En effet, une
utilisation fréquente et inapproprié¢e de cet antibiotique a favorisé la résistance de la
plupart des souches du groupe B. cereus. En effet, ces souches développent des
mécanismes de défense contre la pénicilline G et d’autres antibiotiques de la famille des
B-lactamines telles que I'ampicilline et l'oxacilline, en secrétant une B-lactamase capable
d’hydrolyser l'antibiotique avant méme qu'il n’atteigne sa cible (Chon et al., 2012;
Fernandes et al., 2014; Luna et al., 2007; Park et al., 2009). L’espece B. anthracis
représente une exception notable au sein du groupe B. cereus, en raison de sa sensibilité
aux P-lactamines (Chen et al., 2003). En effet, au sein de cette espece, I’expression des
geénes codant pour la B-lactamase est réprimée, ce qui entraine une sensibilité aux f-
lactamines. Par conséquent, une antibiothérapie précoce est efficace pour prévenir la
maladie du charbon chez les personnes exposées. De plus, le groupe B. cereus a montré
une résistance aux céphalosporines de troisieme génération (Chon et al., 2012;
Fernandes et al., 2014; Luna et al., 2007; Park et al., 2009; Weber et al., 1988) ainsi
qu’a I’association de la ticarcilline et de 1’acide clavulanique (Fernandes et al., 2014;
Weber et al., 1988). La résistance des souches du groupe B. cereus aux autres
antibiotiques est variable et dépendante de la souche (Chaves et al., 2011; Chon et al.,
2012; Ikeda et al., 2015; Luna et al., 2007; Turnbull et al., 2004). Les trois résistances
les plus fréquentes sont celles a la clindamycine (jusqu'a 60 % des souches), a la
tétracycline (10-33 %) et a la lévofloxacine (environ 10 %). Les résistances a la
vancomycine et a I'érythromycine sont rares. Enfin, les résistances a la ciprofloxacine, au
chloramphénicol, a la gentamicine, a la rifampicine, a la streptomycine ou a la
kanamycine n'ont a ce jour pas €té observées pour les espéces B. cereus sensu stricto et
B. thuringiensis. La résistance des bactéries du groupe B. cereus aux antibiotiques
pourrait compliquer le choix d'un traitement empirique (Bottone, 2010). Selon Weber et
al. (1988), le médicament de choix pour soigner les infections dues au groupe B. cereus
semble étre la vancomycine. D’apres ces auteurs, les céphalosporines a large spectre et

I’association de la ticarcilline et de 1’acide clavulanique devraient étre évités dans le
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traitement empirique des patients suspectés d’infections dues au groupe. Les génes
responsables des résistances aux antimicrobiens sont généralement situés sur le
chromosome, bien que certains soient inclus sur des ¢léments mobiles tels que les
plasmides. Dés 1978, Bernhard et al. ont décrit pBC16, un petit plasmide de B. cereus
résistant a la tétracycline. De méme, les génes fetA et tetB, associés a des plasmides, ont
¢été rapportés dans une souche de B. cereus d'origine alimentaire (Rather et al., 2012).
Dans le cas ou les geénes de résistance aux antimicrobiens sont situés sur des plasmides
conjugatifs ou mobilisables, un transfert horizontal peut avoir lieu, entrainant une
variabilité de la résistance aux antibiotiques qui dépend de la souche. D’ou la nécessité
d’un traitement antibiotique prudent et rationalisé en fonction des résultats des cultures
microbiologiques et permettant de prévenir I’émergence et la sélection de bactéries
résistantes aux antibiotiques (Carling et al., 2003; Davey et al., 2005; de Man et al.,
2000; Lepper et al., 2002).

3. Détection, identification et caractérisation des membres du groupe B.
cereus

3.1. Méthodes d’isolement, de dénombrement ou de détection
Exceptées les especes B. mycoides et B. pseudomycoides, la majorité des membres du
groupe B. cereus forment des colonies de méme morphologie sur milieu gélosé. Les
colonies sont grandes (de 3 a 8 mm de diameétre), blanches, d’aspect mat ou granuleux,
de forme circulaire a asymétrique, et présentent souvent des contours irréguliers (Logan
et de Vos, 2015; Stenfors Arnesen et al.,, 2008). Les méthodes d’isolement et
d’énumération, a partir d’échantillons d’origine environnementale, clinique ou
alimentaire, se réalisent en utilisant des milieux de cultures sélectifs (Fricker et al.,
2008). Une coloration de Gram est souvent effectuée pour confirmer le statut Gram positif
de la bactérie. De méme, la présence de spores est également étudiée par observation
visuelle au microscope (présence de corps réfringents sous lumicre a contraste de phase
ou de corps verts apres coloration a la malachite).

L’organisation internationale de normalisation spécifie, dans sa norme ISO 7932:2004,
exige une méthode horizontale pour le dénombrement des colonies de B. cereus
présomptifs. Cette méthode s'applique aux produits destinés a la consommation humaine
et a l'alimentation des animaux, ainsi qu'aux échantillons environnementaux dans le
domaine de la production et de la manipulation des denrées alimentaires. Elle est basée

sur 'apparence typique des colonies sur la gélose « mannitol, egg yolk, polymyxin »
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(MYP) et sur une confirmation grace a un test d'hémolyse sur de la gélose au sang frais
de mouton. Le milieu MYP a été recommandé par Mossel et al. (1967) pour le
dénombrement du groupe B. cereus dans les matrices alimentaires. Le principe est basé
sur I'absence de fermentation du mannitol et la production de 1écithinase, caractéristiques
partagées par la plupart des souches du groupe B. cereus. Ainsi, les colonies apparaissent
de couleur rose et sont généralement entourées d’un halo blanchatre di a ’activité

l1écithinase (Figure 5).

Figure 5: Colonies issues du développement de bactéries du groupe B. cereus sur milieu
MYP, apres 24h d’incubation a 30 °C (Fricker et al., 2008).

1: NVH 391-98 (souche de référence cytK-1, B. cytotoxicus); 2: NC 7401 (isolat d’un foyer émétique); 3:
RIVM BC67 (isolat de maticres fécales humaines); 4: RIVM BC90 (isolat de mati¢res fécales humaines);
5: WSBC 10204 (B. weihenstephanensis); 6: WSBC 10882 (isolat d’un foyer émétique) ; 7: F4810 / 72
(souche de référence émétique); 8: ATCC 14579 (B. cereus); 9: B. licheniformis (contrdle négatif).

L'ajout de polymyxine B inhibe la microflore secondaire en grande partie et est censé
conférer sa sélectivité au milieu. Une variante de ce milieu, le milieu polymyxin egg yolk
mannitol bromothymol blue agar (PEMBA) a été développé par Holbrook et Anderson
(1980) et donne naissance a des colonies entourées d'un halo blanc-bleu. La gélose au
sang frais de mouton sert a confirmer I’activit¢ hémolytique (Ehling-Schulz et al.,
2004a; ISO, 2004; Mossel et al., 1967). Deux grands types d’hémolyse, a ou B, sont
provoqués par Bacillus (Figure 6) mais il existe aussi des situations intermédiaires entre
ces deux types. L’hémolyse-f se manifeste, sur milieu gélosé au sang, sous forme d’une
large zone claire entourant la colonie. Cette zone transparente produite est due a la
dégradation complete des globules rouges. L’hémolyse-a se manifeste, quant a elle, par
une légere zone floue et granuleuse de couleur verdatre a brunatre entourant la colonie.
Cet aspect est dii a une perte de potassium des globules rouges (Adams et al., 2015;

Madigan et al., 1997).
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(a)

Figure 6: Confirmation de 1’activité hémolytique du groupe B. cereus sur gélose au sang
de mouton.

(a): Hémolyse-a dans la partie supérieure et hémolyse-fB dans la partie inférieure sur de la gélose au sang
(Andersson et al., 2004).

(b): Neuf types d’hémolyse mis en évidence chez 198 souches de B. cereus et de B. thuringiensis (Vilas-
Boas et al., 2002).

Comme la norme ISO 7932:2004, utilisée de facon routiniére dans les laboratoires, ne
permet pas de différencier les membres du groupe B. cereus, elle est considérée comme
"présomptive". En conséquence, la prévalence précise de chaque espéce ne peut pas étre
déterminée avec cette méthode.

D’autres tests peuvent €tre mis en ceuvre pour permettre cette discrimination. Nous
pouvons citer les tests de mobilité permettant de discriminer B. anthracis des autres
especes du groupe. Il existe aussi des tests biochimiques, tels que les galeries APISOCH
et API20T, dont les milieux contiennent des substances dont la couleur est modifiée en
présence d'activités enzymatiques spécifiques. Cependant, comme ces tests reposent sur
la mise en évidence d’activités sous le contréle du régulateur pléiotropique PIcR, des
mutations, du régulateur ou des enzymes peuvent conduire a des résultats faussement
négatifs (Fricker et al., 2008).

En outre, deux autres méthodes, AFNOR BKR-23/06-02-02/10 et AFNOR ARES-10/10-
07/10, basées respectivement sur la gélose Compass® Bacillus cereus Agar et Bacillus
Cereus Rapid Agar (BACARA®), ont été validées en tant que méthodes "alternatives"
pouvant étre utilisées par les laboratoires de routine en remplacement de la norme ISO
7932:2004. De plus, la norme ISO 21871:2006 spécifie une méthode horizontale pour la

détection ou le dénombrement d'un petit nombre de B. cereus présumés viables au moyen
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de la technique du nombre le plus probable (NPP). L’utilisation de techniques
moléculaires s’est avérée utile pour I’identification des membres du groupe B. cereus. Par
exemple, un test PCR ciblant la séquence du geéne de la protéine structurale des spores
(sspE), spécifique au groupe B. cereus, permet de vérifier I’appartenance de chaque isolat
au groupe B. cereus (Kim et al., 2005; Merzougui et al. 2014). Les membres du groupe
B. cereus peuvent étre détectés a I'aide d'amorces spécifiques de leur ARNr 16S et/ou de
genes de ménage par PCR conventionnelle ou par PCR en temps réel (QPCR) (Cremonesi
et al., 2014; Dzieciol et al., 2013; Fernandez-No et al., 2011; Martinez-Blanch et al.,
2010).

La PCR multiplex proposée par Park et al. (2007) pour l'identification des espéces du
groupe B. cereus ne s’avere utile que pour 1’identification du groupe et pas pour la

discrimination de ses membres (Forminska et al., 2012).

3.2. Méthodes de caractérisation moléculaire
3.2.1. Analyses génomiques comparatives des espéces du groupe B.

cereus

La taxonomie du groupe B. cereus est trés complexe, ce qui complique fortement
I’identification des espéces appartenant a ce groupe.

Des études génomiques approfondies menées sur des souches de B. cereus sensu stricto,
B. thuringiensis et B. anthracis a l'aide de différentes techniques, comme I'électrophorése
multilocus des isoenzymatique (MLEE) (Helgason et al. 1998), les polymorphismes de
longueur de fragments amplifiés (AFLP) (Ticknor et al. 2001) et le typage par
séquencage multilocus (MLST) (Helgason et al. 2004; Priest et al., 2004), ont suggéré
que la parenté génétique entre les membres du groupe B. cereus est si proche que, d’un
point de vue strictement phylogénétique, ils peuvent €tre considérés comme une seule
espece. Ces études reposent sur le fait que la distinction entre ces especes se base
principalement sur des caractéres phénotypiques dont les génes sont localisés sur des
plasmides.

Une analyse génomique récente de 224 souches basés sur les données MLST, AFLP et
les données du séquengage du génome complet (Anonymous, 2016; Ehling-Schulz et
al., 2019; Guinebretiére et al., 2018; Méric et al., 2018) montre que les membres du
groupe B. cereus sont divisés en 5 clades principaux (Figure 7): le clade I comprend la
plupart des souches de B. thurigiensis commercialisées et des souches types de B. cereus

et B. thuringiensis; le clade II comprend la plupart des souches de B. thurigiensis
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commercialisées ainsi que des souches types de B. cereus et B. thuringiensis; le clade 111
comprend des souches de B. weihenstephanensis et la plupart des isolats psychrotolérants
du groupe B. cereus; le clade IV contient des bacilles non pathogenes B. mycoides et
pseudomycoides, des souches de B. cereus et B. thuringiensis ainsi que des souches
thermotolérantes appartenant a 1'espéce B. cytotoxicus. Ces dernieres se rassemblent dans
un groupe distinct; enfin, le clade V comprend les bactéries appartenant aux especes B.
cereus, B. thuringiensis et B. toyonensis.

Cette non-concordance entre l'analyse phylogénétique génomique et les phénotypes
spécifiques conduit a la conclusion que les plasmides porteurs des facteurs de virulence
tels que les plasmides pXO1 et pXO2 de B. anthracis et les plasmides porteurs des génes
cry de B. thuringiensis ne peuvent servir de signature pour l'identification des especes
(Liu et al., 2015). Comme 1'ont proposé Helgason et al. (2000b) et Rasko et al. (2005),
il est plus utile de considérer le groupe B. cereus comme une espeéce unique composée de
souches extrémement diverses dont les propriétés différent en raison du contenu

plasmidique ou de I'expression génétique.

B. corous

B. thuringiensis Clade Il

B. anthracis
B. cereus Clade 1
B. thuringiensis

B.cereus
B. thuringiensis Clade V
B. toyonensis

B. weihenstephanensis

B. mycoides

B. cereus Clade III
B. thuringiensis

B. pseudomycoides
B. mycoides

B. cereus

B. thuringiensis

Clade IV

B. cytotoxicus

Figure 7: Les 5 clades phylogénétiques majeurs du groupe B. cereus (Ehling-Schulz et
al., 2019).

Cette classification en clades est basée sur les données MLST, AFLP et les données du séquengage du
génome complet (Anonymous, 2016; Guinebretiére et al., 2018; Méric et al., 2018).
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Les séquences nucléotidiques d'ADNr 16S et d'ADNr 23S des différentes especes du
groupe B. cereus présentent des niveaux tres €élevés de similarité de séquence (Ash et al.
1991; Harrell et al., 1995).

Bien que les méthodes basées sur le s€quencage de geénes uniques comme gyrB (codant
pour la gyrase B), aroE (codant pour la shikimate déshydrogénase) et panC soient plus
discriminantes que celles basées sur le s€quengage des régions intergéniques variables
entre les ARNr 16S et 23S, des études montrent ainsi que cette méthode ne permet pas de
différencier les especes du groupe B. cereus (Guinebretiére et al., 2008; Soufiane et
Cote, 2009). L’analyse phylogénétique basé sur les séquences des geénes gyrB et aroE ont
permis de rapprocher les sérotypes bolivia et vazensis de B. thuringiensis de I’espece B.
weihenstephanensis, plus que d‘autres souches de B. thuringiensis. Egalement, I'analyse
phylogénétique basée sur la séquence du géne panC a permis de regrouper le sérotype
navarrensis de B. thuringiensis avec des souches de B. weihenstephanensis
(Guinebretiere et al., 2008). Sachant que les souches de B. thuringiensis sont connues
pour étre mésophiles alors que les souches de B. weihenstephanensis sont connues pour
étre psychrotolérantes, il devient intéressant de comparer les caractéristiques
physiologiques et génétiques des serotypes navarrensis, bolivia et vazensis de B.
thuringiensis a celles des souches de B. weihenstephanensis.

Bien qu'il n'y ait pas encore de consensus dans la littérature, certains articles font déja état
de la discrimination entre B. anthracis par rapport a B. cereus sensu stricto et B.
thuringiensis (Harrell et al. 1995; Keim et al. 1997; Radnedge et al. 2003). Ces
résultats sont dus a la faible variabilité génétique caractéristique de B. anthracis,
contrairement a la forte variabilité génétique de B. cereus sensu stricto et B. thuringiensis.
Ce faible niveau de variabilité génétique est probablement di au fait que B. anthracis
reste dans l'environnement sous forme de spores dormantes, ainsi qu'au cycle de vie de
cette espéce dans I'hdte, ou la phase de croissance végétative a une nature explosive. En
raison de sa rapidité, le nombre de recombinaisons génétiques diminue ou méme cesse
entre souches de B. anthracis ou avec d'autres especes (Schupp et al. 2000). Le
polymorphisme génétique des souches de B. cereus sensu stricto et B. thuringiensis et la
grande similitude de leurs ensembles génétiques sont les principaux facteurs qui
compliquent la résolution du probléme taxonomique entre ces deux especes. Une grande
variabilité génétique a été observée au sein des deux especes et entre elles et plusieurs
auteurs ont suggéré que B. cereus sensu stricto et B. thuringiensis devraient étre

considérés comme une seule espece (Carlson et al., 1994; Helgason et al., 1998, 2000a,
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2000b). Cependant, les résultats des analyses de séquences d ADNr AFLP, MLEE et 16S
(Ticknor et al., 2001) démontrent que cereus sensu stricto et B. thuringiensis sont
hautement polymorphes et qu'une simple analyse d'un nombre limité de souches n'est pas
suffisante pour caractériser ces especes. Une différenciation génétique entre B. cereus
sensu stricto et B. thuringiensis a également été obtenue par électrophorése en champ
puls¢ (PFGE) (Harrell et al.,1995). Une étude de Priest et al. (1994) pour comparer des
souches de B. anthracis, B. cereus sensu stricto, B. thuringiensis (43 souches de 10
sérotypes) en se basant sur le ribotypage, a montré que les quatre souches de B. anthracis
constituaient un groupe distinct, les profils de «Restriction Fragment Length
Polymorphism » RFLP des souches de B. thuringiensis étaient bien corrélés entre eux
tandis que les trois souches de B. cereus sensu stricto étaient dispersées sur l'arbre
phylogénétique.

=  Séquencage du génome complet (Whole Genome Sequencing— WGS)

Les résultats du séquengage du génome complet ont révélé de nouvelles perspectives sur
I'évolution des modes de vie des bactéries, y compris des stratégies d'adaptation a de
nouvelles niches et d’autres pour faire face aux compétiteurs.

Dans le cadre du développement de I'exploitation des bactéries du genre Bacillus dans les
processus industriels, les génomes complets de plusieurs espéces de Bacillus ont été
séquencés afin de comprendre leur biochimie, leur physiologie et leur génétique. B.
subtilis a été la premiére bactérie Gram positif dont le génome a été séquencé et depuis
lors, les génomes de plusieurs especes de Bacillus ont été séquenceés.

Le séquencage du géome complet de B. cereus révele la présence des séquences codantes
des protéines (Protein coding sequences— CDSs) visant la pathogénicité. Ces CDSs
indiquent la parenté de B. cereus avec B. anthracis et B. thuringiensis. Prés de 75% a
80% des genes sont conserves entre B. cereus ATCC 14579 et B. anthracis A2012, ce qui
montre une similarité entre les souches et signifie qu'elles ont un ancétre commun
(Ivanova et al., 2003). L'analyse du potentiel métabolique codé¢ par les ensembles de
genes commun remet en question 1'hypothese selon laquelle 'ancétre du groupe B. cereus
est une bactérie du sol.

Parmi les particularités des bactéries du sol (Streptomyces spp. ou B. subtilis) est
l'existence de multiples voies cataboliques d’une variété de glucides qui représente la
principale source de nutriments et qui est présente dans le sol et la matiére végétale. Au
total, 41 genes de dégradation des polymeres glucidiques ont été identifiés dans le génome

de B. subtilis, contre seulement 14 et 15 CDSs dans B. cereus et B. anthracis,
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respectivement. En outre, un total de 51 et 48 CDSs codant pour la protéase ont été
identifiés chez B. cereus et B. anthracis, respectivement, contre seulement 30 chez B.
subtilis (Sharma et Satyanarayana, 2013).

=  Transfert horizontal des génes (Horizontal Gene Transfer— HGT)

Le transfert génétique horizontal entre les membres du groupe B. cereus est un mécanisme
évolutionnaire important. La présence de dix prophages et de leurs résidus dans le génome
de B. subtilis a montr¢ le role évolutif de la HGT, principalement dans la propagation de
la pathogénicité bactérienne.

La présence de HGT peut étre démontrée par la découverte d'ilots de pathogénicité, c'est-
a-dire des ¢élément génétique extrachromosomiques mobiles capables de se transférer
et/ou de se maintenir par intégration ou des €léments en dérivant, qui possedent des
déterminants de la pathogénicité (caractére de phatogénicité) chez les bactéries parasites
et des 1lots de symbiose similaires chez les bactéries symbiotiques (Ochman et al., 2000;
Ochman et Moran, 2001).

L’analyse des caractéres de pathogénicité et des éléments extrachromosomiques qui
reflétent le spectre de virulence de I’espéce joue un role central dans 1’identification des
membres du groupe B. cereus. En effet, les plasmides déterminant les profils de
pathogénicité dans le groupe B. cereus peuvent €tre mobilisés avec l'aide d'autres
plasmides portant des homologues d'éléments clés d'un systéme de sécrétion conjugatif
(Van der Auwera et Mahillon, 2005).

La transduction (transfert horizontal de génes par transmission phagique) représente aussi
un mécanisme potentiellement important du transfert des génes. Le bactériophage CP-51,
un phage transducteur généralisé pour B. cereus, B. anthracis et B. thuringiensis, assiste
la transduction de I'ADN plasmidique (Ruhfel et al., 1984).

Les séquences d’insertion (Insertion Sequence — SI) sont un autre type d’élément mobile
pouvant participer au transfert génétique horizontal. Les éléments SI sont composés de
répétitions inversées flanquant un gene de transposase (De Palmenaer et al., 2004) et ont
¢été trouveés chez divers membres du groupe B. cereus.

Méme si les séquences d’insertion sont des ¢léments génétiques autonomes, elles peuvent
¢galement contribuer a créer un transposon composite. Dans ce type de transposon, deux
séquences d'insertion flanquant un ou plusieurs geénes pas transposable (tels que les geénes
de résistance aux antibiotiques, par exemple) la création d'une structure complexe capable

de transposer (De Palmenaer et al., 2004)
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Des introns du groupe II ont aussi ét¢ identifiés dans le génome des membres du groupe
B. cereus (chromosome et plasmides). Méme s’ils ne contiennent aucun geéne de
pathogénicité, ces introns sont des rétroéléments autoépisseurs mobiles participant au
transfert génétique (Tourasse et Kolsto, 2008).

Divers cas de transfert de plasmides entre les membres du groupe B. cereus ont été
rapportés dans plusieurs niches, y compris le sol (Vilas-Boas et al., 2000), 1a rhizosphere
végétale (Saile et koehler, 2006), I’eau (Thomas et al., 2001) et les produits laitiers (Van
der Auwera et al., 2007). Une banque croissante de s€quences génétiques provenant des
isolats cliniques et environnementaux révele également la présence de nombreux
échanges génétiques dans le groupe B. cereus. Dans certains cas, des isolats cliniques
provenant d'humains et d'animaux ont été trouvés avec des combinaisons nouvellement
découvertes de genes potentiels de virulence plasmidique. Par exemple, la souche G924 1
de B. cereus, isolée chez un patient atteint d'une pneumonie potentiellement mortelle,
contient deux mégaplasmides, pPBCXO1 et pBC218. Ces plasmides sont analogues aux
plasmides pXO1 et pXO2 de Bacillus anthracis Ames qui codent respectivement pour les
toxines de I'anthrax et les capsules (Hoffmaster et al., 2004).

Les ¢léments extrachromosomiques peuvent aussi varier entre les souches d’une méme
espece. Bien que la présence de pXO1 ait été constatée dans certaines souches de B.
cereus comme (9241 et que d’autres portent pCER270, ces ¢éléments
extrachromosomiques ne sont pas caractéristiques de la souche ATCC 14579, qui ne
contient qu’un seul ¢lément extrachromosomique, pbclinl5 (Ivanova et al. 2003). Le
plasmide pbclinl5 ne contient aucun gene associé a des traits de pathogénicité connus.
Certains rapports ont également décrit des échanges génétiques entre des membres du
groupe B. cereus et d’autres bactéries. En effet, la présence des genes cry codant pour les
toxines insecticides dans Bacillus popilliae (Zhang et al.,, 1997) et Clostridium
bifermentans (Qureshi et al., 2014) suggere fortement un transfert horizontal des
plasmides de B. thuringiensis a d'autres bactéries Gram-positives sporulées.

En conclusion, le groupe B. cereus est une population hautement dynamique et le transfert
génétique entre les especes du groupe est un mécanisme évolutionnaire important. Ainsi,
il s’avere plus pertinent d’identifier les souches a 1’échelledu groupe phylogénétique
(Guinebretiere et al., 2008) qu’a 1’échelle de I’espece car elle permet une prédiction
rapide de leur potentiel toxinogénique et une meilleure estimation du risque sanitaire des

aliments.
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3.2.2. Méthodes de différenciation des membres du groupe B. cereus

3.2.2.1. ERIC-PCR

L’ERIC-PCR est une technique basée sur 1’amplification d’un élément répétitif
hautement conservé (Niemann et al., 1999), nommé « Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus » (ERIC), localisé dans les régions intergéniques non codantes du
génome bactérien.

Cet ¢lément a été décrit et utilis€ de facon universelle pour la caractérisation des
populations bactériennes du fait de son ubiquité et de la grande variabilité de sa position
et sa fréquence de répétition dans les génomes bactériens (Hulton et al., 1991).

Une amorce unique spécifique de ces régions permet I’amplification de fragments d’ADN
de taille variable (amplicons). Les produits de ces PCR aléatoires sont séparés par
¢lectrophorese, produisant un profil de bandes. L’ERIC-PCR a été utilisée a plusieurs

reprises pour le typage des especes du groupe B. cereus (Shangkuan et al., 2000 et 2001).
3.2.2.2. Amplification aléatoire d’ADN polymorphe (RAPD)

Cette technique a ét¢ décrite pour la premiere fois par Williams et al. (1990). Elle
nécessite une seule amorce choisie au hasard, formée d’environ une dizaine de
nucléotides et s’hybridant a plusieurs endroits du génome. Les profils des produits
amplifiés ainsi obtenus peuvent étre caractéristiques de la souche et permettre une bonne
discrimination au sein d’une méme espece bactérienne (Hilton et al., 1996) puisque le
nombre et la localisation des séquences amplifiées sont spécifiques a chaque souche
(Olive et Bean, 1999). La RAPD a ¢ét¢ utilisée dans de nombreuses études
épidémiologiques (Guinebretiere et Nguyen-The, 2003; Manzano et al., 2009) et pour
la différenciation des souches psychrotrophes du groupe B. cereus (Lechner et al., 1998).
Elle s’est avérée efficace pour tracer 1’origine de la contamination d’échantillons de lait

pasteurisé par B. cereus sensu stricto (Eneroth et al., 2001).
3.2.2.3. Electrophorese en Champ Pulsé (PFGE)

La PFGE est une technique moléculaire hautement discriminatoire, basée sur la
comparaison des profils d'ADN génomique digérés par des enzymes de restriction
(Otlewska et al., 2013). Cette technique consiste a digérer I’ADN total dans une matrice
d’agarose appelée « plug » grace a une enzyme de restriction a faible fréquence de
coupure. Ces fragments sont ensuite soumis a des champs électriques alternés. A chaque
changement de direction du champ électrique, les fragments vont migrer tout en se

réorientant plus ou moins rapidement en fonction de leur taille (Schwart et Cantor,
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1984). Les profils obtenus, appelés aussi pulsotypes, sont comparés au moyen d’un
logiciel informatique, afin de déterminer les relations entre les souches étudiées. Cette
technique a ét¢ mise en ceuvre a plusieurs reprises pour la réalisation de cartes génétiques
(Carlson et al., 1994; Kolsto et al., 1990) et pour I’¢tude de la diversité génomique entre
souches a des especes B. cereus et B. thuringiensis. Harell et al. (1995) ont mis au point
un protocole de PFGE adapté au groupe B. cereus. Méme si ce protocole est long, il s’est
avéreé efficace pour caractériser ces souches et a €té repris pour plusieurs investigations
épidémiologiques (Dubouix et al., 2005; Liu et al., 1997).

3.2.24. Polymorphisme de longueur des fragments amplifiés

(AFLP)
L’AFLP a été mise au point par la société Keygene (Wageningen, Pays-Bas) et est
protégée par un brevet (Vos et al., 1995). Cette technique consiste a digérer ’ADN
génomique par deux enzymes de restriction présentant des fréquences de coupure
différentes. Suivant le génome étudié, la taille des fragments obtenus peut varier en jouant
sur la combinaison des enzymes de restriction. Des adaptateurs (oligonucléotides doubles
brins) sont ensuite ajoutés aux extrémités des fragments de restriction pour que les
amorces puissent se fixer sur les fragments. Afin d'augmenter la quantité d'ADN, une pré-
amplification est effectuée sur tous les fragments par des amorces dégénérées. Une
amplification PCR sélective permet ensuite d'augmenter le nombre de fragments. Sur gel
d'acrylamide, plusieurs dizaines de fragments (généralement entre 500 pb et 100 pb)
peuvent donc étre séparés et visualisés. L’AFLP a ¢été utilisée pour une étude
épidémiologique portant sur B. cereus (Van Der Zwet et al., 2000) et pour la
caractérisation de souches de B. cereus et de B. thuringiensis isolées de sols (Ticknor et

al., 2001).
3.2.2.5. MALDI-TOF MS

Depuis quelques années, MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption ionization
time of flight mass spectrometry) est largement utilisé pour l'identification systématique
des micro-organismes (Clark et al., 2013). Cette méthode est extrémement robuste,
rapide et adaptée a l'utilisation par le personnel de laboratoire sans connaissance
approfondie de la technique en soi, car les résultats sont générés automatiquement par un
logiciel statistique trés sophistiqué. La méthode MALDI-TOF MS a été considérée
comme une approche prometteuse et rapide pour la présélection des souches. Elle est

¢galement considérée comme une méthode entierement fiable pour distinguer les souches
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de B. cereus émétiques des souches non émétiques (Fiedoruk et al., 2016; Ulrich et al.,

2019).
3.3. Méthodes d’identification du pouvoir pathogene du groupe B.

cereus
Au fil des ans, plusieurs publications ont suggéré que les facteurs de virulence potentiels
produits par le groupe B. cereus (NHE, HBL, CytK et céréulide) sont associés aux
infections d'origine alimentaire causées par B. cereus (voir paragraphe 2.4). Il est
toutefois important de souligner qu'aucune démonstration définitive du rdle de ces
composants au sein de 1’hdte (seuls ou en combinaison) n'a ét¢ fournie. Des systémes de
PCR et de PCR en temps réel ont ét¢ mis au point pour l'identification de diverses
combinaisons de genes de virulence dans le groupe B. cereus (Ehling-Schulz et al., 2005;
Ehling-Schulz et al., 2006; Guinebretiére et al., 2002; Hoton et al., 2005; Wehrle et
al., 2010). Néanmoins, la seule observation de la présence de génes de virulence par PCR
n’est pas suffisante, du moins en ce qui concerne les entérotoxines, pour prédire le
caractere pathogene de la souche concernée : celui-ci dépend du contexte génétique de la
souche et des conditions environnementales. En effet, il n'existe pas d'association
évidente entre la présence de génes de virulence, I'expression des protéines et la toxicité
des isolats (Bassi et al., 2016; Jefiberger et al., 2015). Ainsi, la capacité de production
de toxines et la régulation de cette production sont fortement dépendantes de la souche.
A titre d’exemple, des souches provenant d’intoxications alimentaires produisent en
moyenne significativement plus de NheB que des souches
alimentaires/environnementales (Moravek et al., 2006). De plus, Cui et al. (2016) ont
rapporté que le céréulide d’une souche isolée de lait cru chinois a été produit avec une
toxicité 7-15 fois supérieure a celle de la souche émétique de référence du groupe B.
cereus. Pour confirmer la production de toxines, plusieurs méthodes ont ét¢ développées.
Des tests immunologiques ont en effet ét¢ mis au point pour mettre en €vidence la
production d’entérotoxines, soit dans le surnageant de cultures de B. cereus en milieu
liquide, soit dans les produits alimentaires contaminés eux-mémes. Ces tests sont, au
mieux, semi-quantitatifs, mais ils ne détectent généralement qu'une partie des composants
des complexes d’entérotoxines (Tableau 4). Ceci limite fortement la valeur de ces tests
(Moravek et al., 2006). Plusieurs tests commerciaux sont disponibles depuis plusieurs

décennies, tels que :
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- le kit BDE-ELISA de Tecra © pour la détection de la production de la toxine NHE : ce
test ELISA cible spécifiquement les sous-unités NheAB du complexe NHE, avec seuil de
détection de plus de 1 ng/mL d'échantillon.

- le kit BCET-RPLA de Oxoid © pour la toxine HBL : les anticorps de ce test
reconnaissent la composante 4#b/C (L2) du complexe HBL, avec une sensibilité comprise
entre 2 et 4 ng/mL de l'extrait.

- L'entérotoxine Duopath® Cereus met en ceuvre un dosage immuno-sorbide marqué a
I'or (GLISA) pour la détection qualitative des deux principaux complexes d’entérotoxines
de B. cereus, NHE et HBL (les composants nheB et hblC sont ciblés). Sa limite de
détection est de 1 UFC/g ou mL d'échantillon, ce qui correspond a une concentration
d'entérotoxine comprise entre 6 et 20 ng/mL (Krause et al., 2010).

- Les anticorps monoclonaux pour I’entérotoxine HBL ou NHE sont décrits (Dietrich et
al., 2005), mais ne sont pas disponibles sous forme commerciale.

La réaction de perméabilité vasculaire du lapin (VPR) a également été utilisée par
plusieurs auteurs (Christiansson et al., 1989; DeBuono et al., 1988; Granum et al.,
1993; Portnoy et al., 1976) pour détecter I'entéropathogénicité des souches de B. cereus.
La VPR est réalisée par injection intradermique de la (des) toxine(s) en modéles cobaye
ou lapin, et l'observation de la libération de protéines plasmatiques (via le colorant bleu
Evans) dans les tissus dermiques, en raison de la modification de la perméabilité
vasculaire.

De plus, pour détecter l'activité entérotoxinique des isolats du groupe B. cereus, des tests
de cytotoxicité sur des lignées cellulaires humaines et animales telles que les cellules
CHO, Vero, Hep-2, Caco-2, HUVEC et A549 (Castiaux et al., 2016; Choma et al.,
2000; Jan et al., 2010; Jessberger et al., 2014; Stenfors et al., 2002) sont souvent
réalisés. Un test comparatif avec différentes lignées cellulaires, effectué¢ par Jessberger
et al. (2014), a révélé que la sensibilité aux entérotoxines différait d’une lignée cellulaire
a I’autre. Les cellules endothéliales primaires (HUVEC) se sont révélées tres sensibles a
NHE, tandis que les cellules hépatocellulaires humaines (Hep-2), Vero (Cercopithecus
aethiops) et AS549 (cellules épithéliales humaines) étaient plus sensibles a une
combinaison de NHE et HBL. Ainsi, les résultats de la cytotoxicité globale des souches
entérotoxinogenes obtenus par ces méthodes dépendront de la présence et de la
combinaison des entérotoxines et de la lignée cellulaire choisie, ce qui remet en question

la pertinence de ces tests pour les diagnostics courants.
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La production de céréulide peut aussi étre recherchée par la mise en ceuvre de tests sur
cultures cellulaires. A titre d’exemple, le test de cytotoxicité sur des cellules épithéliales
humaine de type 2 (Hep-2) a été réalisé pour l'analyse semi-quantitative du céréulide
provenant d'échantillons bactériens ou alimentaires inactivés par la chaleur (Finlay et al.,
1999; Frenzel et al., 2011). La valinomycine est généralement utilisée comme étalon
externe pour cet essai. Cependant, une étude comparative de la valinomycine et du
céréulide purifi¢ a révélé que ce dernier n'est pas un substitut appropri¢ pour la
quantification du céréulide car il se comporte différemment dans le test de cytotoxicité
Hep-2 (Biesta-Peters et al., 2010).

La chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (HPLC-MS) permet une
analyse directe du céréulide (Hiaggblom et al., 2002). La valinomycine est utilisée
comme étalon de substitution pour la quantification. Cependant, comme indiqué plus
haut, elle n'est pas co-¢luable avec le céréulide et s'est donc avéré inadaptée a I'analyse
d'échantillons complexes car elle ne permet pas de contrebalancer les effets de la matrice.
Ainsi, le céréulide est quantifié en utilisant, comme étalon interne, du céréulide marqué
aux isotopes stables (Bauer et al., 2010).

Un test biologique basé sur la mobilité de spermatozoides de verrats a permis de détecter
le céréulide dans des céréales (Andersson et al., 1998). En effet, en présence de céréulide,
les spermatozoides perdent leur mobilité¢ en quelques minutes. Bien que d'autres toxines
puissent agir sur les spermatozoides, ce test sensible, peu coliteux et rapide, a été
largement utilisé. De nouvelles sondes chimiques ont récemment été développées pour la
détection du céréulide (Garcia-Calvo et al., 2017). Elles donnent un fort signal
fluorescent en présence de cations. Le céréulide formant un complexe avec les cations
disponibles, il réduit le signal de fluorescence. Cette méthode pourrait étre utile pour la
détection rapide du céréulide dans des produits alimentaires. Cependant, elle nécessite

d’étre optimisée avant de pouvoir étre utilisée en routine.

4. Les bactéries du groupe B. cereus dans I’industrie agroalimentaire
(TAA)

Le groupe B. cereus occupe une place de premier plan parmi les microorganismes

indésirables en IAA, principalement en raison de sa capacité a sporuler et a former des

biofilms (Bartoszewicz et al., 2008).
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4.1. La question de la thermorésistance
Les bactéries du groupe B. cereus ont la capacité de former des spores qui sont largement
répandues dans la nature et peuvent contaminer les aliments a base de matieres premicres
végétales ou animales. Elles sont trés résistantes aux conditions défavorables telles que
la chaleur, la déshydratation et le dessechement. Leur inactivation compléte est souvent
impossible sans altérer la qualité de 1’aliment (Daryaei et al., 2013; Smelt et al., 2008).
Elles peuvent donc survivre aux opérations de décontamination des produits alimentaires
dans I’TAA, comme la pasteurisation, et étre encore présentes dans le produit fini. Les
traitements thermiques éliminent la majorité des cellules végétatives de la flore
compétitrice et peuvent stimuler la germination des spores (Collado et al., 2003). Les
cellules végétatives pourront, par la suite, se multiplier soit parce que les conditions de
refroidissement et de conservation sont inappropriées, soit parce que les souches sont
psychrotolérantes et peuvent croitre durant le stockage aux températures de réfrigération.
Les bactéries pourront alors atteindre des concentrations susceptibles d’altérer la qualité
des denrées alimentaires et d’augmenter le risque d’aboutir a des maladies d’origine
alimentaires, ayant pour conséquence une réduction de la sécurité sanitaire et de la durée
de conservation (Heyndrickx, 2011).
La thermorésistance des spores du groupe B. cereus est positivement corrélée aux
températures de croissance. Ainsi, elle varie en fonction du groupe phylogénétique (Luu-
Thi et al., 2014; Wells-Bennik et al., 2016). Carlin et al. (2006) ont montré que les
souches émétiques mésophiles du groupe III étaient plus résistantes aux traitements
thermiques que les souches diarrhéiques. La résistance des spores a la chaleur est aussi
positivement corrélée aux températures de sporulation. En effet, les spores produites a 30
°C sont plus résistantes que celles produites a basse température (Planchon et al., 2011).
Il a également ét¢ montré que les spores produites en anaérobiose sont plus résistantes
que celles produites en présence d’O, (Abbas et al., 2014).
4.2. La question de P’adhésion aux surfaces industrielles et de la
formation des biofilms
L’aptitude des spores du groupe B. cereus a adhérer aux surfaces industrielles est attribuée
a leurs propriétés physico-chimiques de surface, y compris la forte hydrophobicité de
I’exosporium, la charge négative de sa surface ainsi que la présence d’appendices
(Tauveron et al., 2006). Le caractére hydrophobe des spores du groupe B. cereus,

souvent attribué a ’abondance de protéines de surface (Doyle et al., 1984), est a I’origine
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de la forte capacité d'adhésion a différents matériaux présents dans les lignes de
production des IAA, tels que I’acier inoxydable, les polymeres et les plastiques (Faille et
al., 2001; Faille et al., 2002; Lelievre et al., 2001; Peng et al., 2001; Tauveron et al.,
2006). En outre, le caractére hydrophobe des spores peut étre accentué lorsque la
suspension sporale est exposée a un traitement thermique, favorisant ainsi 1’adhérence
aux surfaces (Wiencek et al., 1990).

Les spores adhérées ont I’aptitude a initier le processus de formation de biofilm (Ryu et
Beuchat, 2005). La présence de biofilms contenant des bactéries du groupe B. cereus est
une préoccupation majeure pour la production d’aliments tels que les produits frais, la
volaille, les produits laitiers et les produits issus de la transformation de la viande rouge
(Majed et al., 2016). Les biofilms représentent en effet une source potentielle de
contamination croisée et de contamination post-traitement récurrente des produits finis
(Rajkovic et al., 2008b). Les différentes étapes et le mécanisme de formation des
biofilms ont été largement décrits dans la littérature (Bridier et al., 2011; Liaqat et al.,
2013; Verstraeten et al., 2008). Pace et al. (2006) ont rapporté que le mode de formation
des biofilms est indépendente de I’environnement colonisé. Il est généralement
schématisé en cinq étapes principales : 1’adhésion réversible puis irréversible,
I’accumulation, la maturation et la dispersion des cellules (Figure 8). La formation du
biofilm commence par un pré-conditionnement de la surface par les molécules présentes
dans le milieu. Le contact avec la surface est favorisé par la présence d’appendices
bactériens filamenteux ou d’organelles bactériens comme les pili et les flagelles (Klausen
et al., 2003). Dans le cas du groupe B. cereus, il a ét¢ montré que les flagelles étaient
nécessaires pour l'initiation du biofilm dans des conditions statiques, a l'interface air-
liquide, mais pas a l'interface entre la surface colonisée et le liquide (Houry et al., 2010).
Les microorganismes planctoniques se déposent ensuite sur la surface, de facon
réversible. Les interactions initiales développées entre les cellules bactériennes et la
surface sont favorisées par des liaisons non-covalentes ou faibles, telles que les forces de
Van der Waals, les forces €lectrostatiques et les interactions hydrophobes. Il s’ensuit une
adhésion irréversible des bactéries, qui est I’étape cruciale dans le développement du
biofilm. Elle est caractérisée par des changements physiologiques des bactéries qui
menent a la production des polymeéres extracellulaires (Allison et Sutherland, 1987;
Bridier et al., 2015). Une fois adhérées a la surface, les cellules se divisent de maniére
active et s’agregent pour former des microcolonies (Characklis et Marshall, 1990). Les

cellules se divisent et accumulent des polymeéres extracellulaires. L.’ensemble forme une
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matrice cohésive dans laquelle D’accroissement de la biomasse contribue au
développement de structures tridimensionnelles complexes, formant ainsi un biofilm
mature. L’acheminement de 1’oxygene et des nutriments vers les cellules et 1’¢limination
des déchets sont assurés par un phénomene de convection et de diffusion des molécules
selon le gradient de concentration (Ma et al., 2009). Aprés maturation, des cellules
peuvent se décrocher du biofilm et coloniser de nouvelles surfaces sur lesquelles elles
peuvent former un nouveau biofilm. Différents facteurs extrins€ques peuvent initier le
détachement des cellules, y compris les perturbations mécaniques, la carence en
nutriments, en oxygene ou en monoxyde d’azote ou encore la température (An et al.,
2010; Hunt et al., 2004; Kaplan et Fine, 2002). D’autres facteurs intrinséques sont
également susceptibles d’engendrer [’étape de dispersion, tels que la prodution
d’enzymes et/ou d’agents tensioactifs capables de dégrader la matrice extracellulaire

(Manuel et al., 2007; Schooling et al., 2004).

Figure 8: Représentation schématique des 5 étapes de formation du biofilm: (1) adhésion
réversible, (2) adhésion irréversible, (3) accumulation, (4) maturation et (5) dispersion
(Monroe, 2007).

La formation de biofilms peut mener a des problémes d’hygiéne et a des pertes
économiques lourdes dans I’TAA (Andersson et al., 1995; Faille et al., 2013; Poulsen,
1999; Ryu et Beuchat, 2005; Somers et Wong, 2004; Srey et al., 2013; Stewart, 2015)
(Figure 9). Elle constitue une source de contamination persistante au niveau des lignes
de production, pouvant entrainer 1’altération des aliments, la réduction de leur durée de
conservation et/ou la transmission de maladies (Agarwal et al., 2006; Brooks et Flint,
2008; Carpentier et Cerf, 1993; Dunne, 2002; Tauveron et al., 2006; Zottola et
Sasahara, 1994). Ces biofilms peuvent en effet s’enrichir de bactéries pathogenes telles

que celles des genres Bacillus, Salmonella, Listeria, Staphylococcus ou Escherichia
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(Akbas, 2015) et causer de graves problémes de santé publique (Cerf, 2002; Tauveron
et al., 2006). D’autre part, les biofilms peuvent entraver la rentabilité¢ des lignes de
production. En effet, les microorganismes sessiles présents dans les biofilms peuvent
catalyser des réactions chimiques et biologiques a I’origine de problémes de corrosion
des cuves et des canalisations. De plus, si les biofilms présents sur les échangeurs
thermiques deviennent épais, on assiste a une réduction de I’efficacité du transfert de
chaleur (Costerton et Lappin-Scott, 1989; Mittelman, 1998; Vieira et al., 1993). Les
biofilms constituent donc un probléme récurrent et sérieux pour I’AA et la confrontent a
des charges importantes liés a des pertes d’énergie et de productivité, et a la nécessité

d’investir pour remplacer le matériel détérioré.

Contamination des produits Détérioration accéléree des installations
|
» Baciéries pathogénes - transmission de + Comosion des surfaces
maladies

; i Spess L + Réduction des transferts de chaleur
» Bactéries d'altération = détérioration des

i : * Colmatage des hiltres et des tuyaux
qualites organcleptiques : :

: : Pertes d’énergie et | |
Rappel des produits Pertes de production 5 | |

i Investissements
defficience

Pertes economiques

Figure 9 : Conséquences liées a la présence de biofilms dans I’IAA (Tournay, 2018).

Les biofilms s’averent hautement résistants aux procédures de nettoyage et désinfection,
ce qui fait de leur élimination, a partir des équipements, un défi important pour I’industriel
(Peng et al., 2002; Simoes et al., 2006; Simoes et Vieira, 2009). Les microorganismes
en biofilms sont plus résistants aux désinfectants et aux agents antimicrobiens que les
cellules planctoniques (Simoes et al., 2006; Simdes et Vieira, 2009), en raison de la
nature multicellulaire du biofilm et de la présence d’une matrice qui protége les bactéries
des attaques extérieures (Wijman et al., 2007). Les procédures de nettoyage deviennent
donc compliquées pour assurer une bonne hygiéne. Cette résistance aux procédures de
nettoyage augmente avec 1’age du biofilm et dépend de la densité de la charge bactérienne
a l'intérieur du biofilm, de 1'état physiologique des cellules, de la nature et de I’importance

de la matrice extracellulaire, de la nature de la surface colonisée et d de la disponibilité
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des nutriments (Simoes et al., 2006; Simdes et Vieira, 2009). Compte-tenu des facteurs
décrits précédemment, les biofilms jouent un rdéle important dans 1I’émergence de
bactéries résistant aux agents antimicrobiens conventionnels. D’ou la nécessité de
développer de nouvelles stratégies de prévention (Simoes et al., 2006; Simdoes et al.,

2009; Singh et al., 2002).
5. Stratégies de controle des biofilms formés de bactéries du groupe B.

cereus dans les IAA

Le nombre de publications portant sur le décrochage des biofilms de B. cereus et leur
¢limination en AA a augmenté de facon exponentielle au cours des 20 derniéres années
(Majed et al. 2016). Ces études peuvent aider a mieux cerner et quantifier les facteurs de
risque de contamination des aliments et les problémes de salubrité liés a ces biofilms.
Elles peuvent aussi contribuer a la conception de nouvelles approches, souvent
combinées, visant a prévenir leur formation et/ou leur éradication.

5.1. Les procédures de nettoyage de routine

La meilleure stratégie pour lutter contre les biofilms formés de bactéries du groupe B.
cereus est d'empécher leur formation, soit en réduisant la charge de spores dans les
mati€res premicres, soit en détectant et en éradiquant rapidement les biofilms en
développement (Andersson et al. 1995; Simées et al. 2010). Une conception hygiénique
de 1'équipement et la mise en place de procédures de nettoyage efficaces avec une
fréquence approprié¢e aideront a réduire le risque de formation de biofilms. Cependant,
pour I'élimination des biofilms établis, les procédures de nettoyage de routine ne sont pas
toujours efficaces (Andersson et al. 1995; Salustiano et al. 2009; Sharma et Anand
2002; Simoes et al. 2010; Storgards et al. 2006). En effet, les spores et les cellules
végétatives incrustées dans les biofilms sont protégées contre l'inactivation par les
désinfectants chimiques couramment utilisés pour contrdler les pathogenes d'origine
alimentaire, comme 1’hypochlorite de sodium, le peroxyde d'hydrogéne et les
ammoniums quaternaires, qui sont faciles a manipuler, peu colteux, solubles dans I'eau
et relativement stables sur une longue période de conservation (Srey et al., 2013). Par
exemple, les deux désinfectants a double usage, 'ammonium quaternaire et I'hypochlorite
de sodium ne permettent pas de détruire les bactéries du groupe B. cereus adhérées sur
une surface ou installées sous forme de biofilms a des concentrations induisant pourtant
une réduction supérieure a 5 log CFU/mL de leurs équivalents planctoniques. De plus,

I’efficacité des deux désinfectants est encore plus faible lorsque le biofilm est formé sur
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de I'acier inoxydable sur lequel des résidus organiques comme ceux du lait sont présents
(Peng et al., 2002). Le peroxyde d'hydrogene ou l'acide peracétique montrent également
peu d'activité sur les spores adhérentes de B. subtilis et du groupe B. cereus (Dequeiroz
et Day, 2008; Faille et al., 2001). A des températures plus €levées et pour des expositions
plus longues, ces réactifs sont efficaces mais posent des problémes de corrosion et de
toxicité (Dequeiroz et Day, 2008; Langsrud et al., 2000).

Dans les biofilms, les spores de Bacillus présentent aussi une plus grande résistance au
chlore et au dioxyde de chlore que les cellules végétatives (Kreske et al., 2006a). En
outre, plusieurs études ont montré que les spores adhérentes sont plus résistantes aux
hautes températures et aux désinfectants que les spores en suspension (Faille et al., 2001;
Kreske et al., 2006b; Sagripanti et Bonifacino, 1999). En effet, on note la persistance
de la contamination par Bacillus apres les procédures de nettoyage et/ou de désinfection
des lignes de production de I’industrie laiticre (Mattila et al., 1990; Salustiano et al.,
2009; Sharma et Anand, 2002). Par conséquent, il est essentiel de développer des
méthodes alternatives aux moyens de maitrise traditionnels des microorganismes
pathogenes et des biofilms.

5.2. Les protocoles de nettoyage en place (NEP)

Dans les IAA, la désinfection des lignes de production est précédée d'une étape de
nettoyage permettant d’¢liminer tous résidus organiques pouvant favoriser 1’attachement
des bactéries. Dans le cas ou le biofilm est déja formé, 1’étape de nettoyage garantit une
destruction partielle de la matrice organique pour permettre aux désinfectants d’accéder
aux cellules bactériennes (Chmielewski et Frank, 2003). Pour ce faire, les IAA ont mis
en place des protocoles de Nettoyage en Place (NEP ou CIP en anglais pour Cleaning in
place) permettant de controler la formation des biofilms dans les équipements de
transformation alimentaire. Ces procédés sont utilisés pour nettoyer et désinfecter
régulierement et rapidement les lignes de production sans démontage ou ouverture de
I'équipement.

Bien que le nettoyage par I’addition d’acides caustiques/nitriques et en augmentant la
turbulence et le flux soit rest¢é la méthode standard utilisée pour 1’élimination des
salissures dans de nombreuses industries alimentaires (Srey et al., 2013), les protocoles
NEP varient selon les industries ou la chaine alimentaire et les résidus a nettoyer. En effet,
I’efficacité du NEP dépend de plusieurs facteurs tels que la nature et 1’age de la couche

d’encrassement ; la concentration et la composition en produits de nettoyage, le temps et

50



Etude Bibliographique

la température de nettoyage, le degré de turbulence, et les caractéristiques de la surface a
nettoyer (Boulange-Petermann et al., 2004; Changani et al., 1997; Lelievre et al.,
2001; Lelievre et al., 2002; Stewart et Seiberling, 1996). Dans le cas des biofilms de B.
cereus, |’efficacité de ces procédures était relativement faible comme le cas des industries
laiticres ou le process NEP induit une réduction de moins de 2 log des cellules et des
spores de B. cereus, ce qui est largement insuffisant (Kumari et Sarkar, 2016). Plusieurs
études ont signalé également une efficacité faible du régime NEP de référence (1 % de
NaOH a 65 °C, un rincage a l'eau de 10 min, 1 % de HNO3 a 65 °C et un rincage a l'eau
de 10 min), mais elles ont montré que 1'élimination était améliorée en augmentant la
concentration de NaOH ou la durée du nettoyage (Bremer et al.,2006; Flint et al.,1997;
Kumari et Sarkar, 2014). De plus, Lemos et al. (2015) ont montré que 1’action
combinée d’un traitement mécanique ou I’ajout d’un biocide est nécessaire pour
promouvoir I’¢limination des biofilms de B. cereus. En outre, les procédures NEP sont
généralement paramétrées pour la lutte contre les cellules végétatives et les spores ne sont
que légerement affectées (Bremer et al., 2006). En effet, Andersson et al. (1995) ont
rapporté que le NEP dans I’industrie laitiere ne réduit que seulement de 40 % des spores
viables. Ainsi, L’ajout d'une étape de germination avant le NEP peut réduire le nombre
de spores dans les lignes de production (Hornstra et al., 2007). De plus, 'utilisation de
soude a 1 % (généralement utilisé a 0,5-2 % dans les industries alimentaires et des
boissons) ou d'un cocktail enzymatique sensibiliserait les spores de Bacillus a l'action des

désinfectants oxydants comme les désinfectants a base de peroxygeéne (Langsrud et al.,

2000).

5.3. Les stratégies de biocontrole

Ces derniers 20 années ont vu un intérét grandissant pour le développement des stratégies

« vertes » de traitements des biofilms. Ces stratégies visent a remplacer totalement ou en

partie les produits chimiques qui peuvent avoir des répercussions environnementales a

cause de leur toxicité. Parmi les stratégies de biocontrole développées pour lutter contre

les agents pathogeénes y compris le groupe B. cereus, on peut mentionner :

- La pré-exposition de biofilms a un mélange de bactéries nageuses et productrices de
composés antimicrobiens qui s’infiltre dans la matrice, inactive les agents pathogeénes
installées et occupe le nouvel espace libéré sur la surface (Houry et al., 2010).

- L’utilisation des bactériocines, qui sont des peptides antimicrobiens de faible poids

moléculaire produites principalement par les bactéries lactiques (Garry et al., 2008),
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comme agents améliorant 1’efficacité de nettoyage et de désinfection. Néanmoins,
afin d’affirmer leur efficacité contre des biofilms, des études doivent étre menées.

- L’utilisation des agents chélateurs en combinaison avec le nettoyage et la désinfection
permettant d’augmenter l'efficacité du nettoyage. Hong et Elimelech (1997) ont
montré que 'EDTA facilite 1'élimination des matiéres organiques encrassant les
membranes de nanofiltration. De plus, Kamiya et al. (2012) ont montré que la
lactoferrine est capable de perturber les biofilms préformés de Pseudomonas.
Cependant, cette stratégie aurait trés probablement un role préventif qui inhibe la
formation du biofilm de B. cereus plutdt que d’éliminer le biofilm déja formé
(Hayrapetyan, 2017).

- L’¢limination de I’air a ’intérieur des lignes de production permet la réduction des
interfaces air liquide ou B. cereus notamment forme préférentiellement ses biofilms
(Hayrapetyan, 2017).

- L'exploration de biocides générés sur place, tels que l'ozone ou de l'eau acide
¢lectrolysée pour lutter contre les agents pathogenes (Ashraf et al., 2014)

- L’utilisation de substances naturelles telles que les huiles essentielles qui ont été
trouvées notamment actives contre les biofilms industriels papetiers (Neyret et al.,
2014).

- L'incorporation de produits antimicrobiens dans les matériaux extérieurs des surfaces
de contact avec 1’aliment (Weng et al., 1999; Park et al., 2004) et la modification
des leurs propriétés physico-chimiques (Agarwala et al. 2014; Rosmaninho et al.,
2007; Whitehead et al., 2004) sont également une voie de progrés permettant de
prévenir la formation de biofilms et empécher leur établissement. C’est ainsi que le
pré-conditionnement des surfaces avec des agents tensio-actifs empéche 1’adhérence
bactérienne (Chen, 2012; Choi et al., 2011; Cloete et Jacobs, 2001). En effet, aprés
conditionnement avec un agent tensio-actif, la surface devient plus hydrophile, ce qui
induit une réduction du risque de colonisation des surfaces par des spores de Bacillus
(Zeraik et Nitschke 2010). Par exemple, I'albumine du lait a été testée avec succes
pour empécher 1'adhésion bactérienne sur des plastiques (Muller et al., 2009). Cette
activité antiadhésive des agents tensio-actifs a attiré I'attention comme nouvel outil
pour empécher et perturber les biofilms formés dans des surfaces des chaines de
production (Nitschke et Costa, 2007).

- L’utilisation de détergents enzymatiques est I’approche de biocontrole des biofilms la

plus étudiée. Certains industriels dont les procédés de nettoyage traditionnels
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deviennent inefficaces, ont choisi de développer des cocktails enzymatiques capables
de décomposer partiellement les différentes composantes de la matrice. Ce traitement
présente plusieurs intéréts par rapport aux solutions de nettoyage traditionnelles, par
exemple, un faible risque toxicologique et risque écologique, une facilit¢ de ringage
des résidus externes et une compatibilité avec les différents matériaux de surface
(Thallinger et al., 2013). En raison de I'hétérogénéité des substances polymériques
extracellulaires (EPS), une formulation contenant plusieurs enzymes peut étre
nécessaire pour réussir a contrdler le biofilm (Simdoes et al., 2010). D’aprés Parkar
et al. (2004), une combinaison d’enzymes protéolytiques avec des agents tensio-actifs
a amélioré I’efficacité de nettoyage des biofilms d une espéce de Bacillus thermophile
tout en augmentant leur mouillabilité. Certains cocktails enzymatiques
commercialisés ont fait preuve de leur efficacité contre les biofilms produits par B.
cereus ou B. mycoides, mais aussi contre les spores adhérentes de B. cereus
(Langsrud et al., 2000; Lequette et al., 2010; Parkar et al., 2004). L utilisation de
ces détergents enzymatiques est proposée comme solution complémentaire aux
procédés de nettoyage actuels puisqu’elles sont plus couteuses que les produits
conventionnels.

- L’utilisation des bactériophages, qui sont des virus infectant spécifiquement les
bactéries, suscite un intérét croissant en ce qui concerne la prévention et I’éradication
des biofilms de plusieurs especes bactériennes telles que : Escherichia coli (Corbin
et al., 2001), Enterococcus faecalis (Teng et al., 2009), Listeria monocytogenes
(Hibma et al.,, 1997; Soni et Nannapaneni, 2010), Pseudomonas fluorescens
(Sillankorva et al., 2008), Staphylococcus aureus (Resch et al., 2005), Salmonella
(Garcia et al., 2017; Gong et Jiang, 2017; Karaca et al., 2015; Sadekuzzaman et
al., 2018), et Streptococcus mutans (Dalmasso et al., 2015). Les caractéristiques et
les applications des bactériophages comme agent de biocontréle dans les IAA feront

I’objet de la prochaine section.

6. Les bactériophages en tant que moyens de contréle des bactéries du
groupe B. cereus

6.1. Caractéristiques  génétiques et  morphologiques  des

bactériophages du groupe B. cereus
L’International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) classe les bactériophages en

un ordre, 13 familles et 30 genres (contre 3 ordres, 61 familles et 241 genres pour
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I’ensemble des virus). Plus de 5300 phages ont été examinés a ce jour et 96 % d’entre eux
ont une queue et appartiennent a 1’ordre des Caudovirales. Les Caudovirales se scindent
en 3 familles sur la base de leur morphologie (Tableau 5, Figure 10), (Ackermann,
2003; King et al., 2012).

Tableau 5: Morphologie des Caudovirales (Ackermann, 2003; Gillis et Mahillon,
2014).

Famille Morphologie
o Queue contractile avec une gaine et un tube central, téte
Myoviridae ) ) o
isométrique, petit disque de base
] o Longue queue non contractile, téte isométrique (parfois
Siphoviridae
allongée)
Podoviridae Courte queue, téte isométrique (parfois allongée)
Siphoviridae Myoviridae Podoviridae
P Capside
Acide nucléique
AJueus Gaine contractile —
Spicule
™~~~

\
Fibres caudales " Plaque terminale

Figure 10: Caractéristiques morphologiques des Caudovirales: les Siphoviridae, les
Myoviridae et les Podoviridae (Tournay, 2018).

Des études antérieures ont montré que certains bactériophages spécifiques du groupe B.
cereus appartenaient a la famille des Siphoviridae (Geng et al., 2017 ; Oh et al., 2017)
ainsi que d’autres font partie de la famille des Myoviridae (Bandara et al., 2012 ; El-
Arabi et al., 2013 ; Lee et al. 2011 ; Lee et al. 2013 ; Peng et Yuan., 2018 ; Shin et al.
2011). Le phage MG-B1 est cependant le seul Podoviridae répertorié infectant un
membre du groupe (B. weihenstephanensis) (Gillis et Mahillon, 2014). Parmi les autres
familles de phages infectant les bactéries du groupe, les Tectiviridae sont les plus
intéressants. Ces virions non caudés ne sont pas assignés a un ordre selon la base de
données de I’ICTV. La famille des Tectiviridae comprend des phages icosaédriques avec
une vésicule lipidique interne qui, par adsorption, peut agir comme une structure en forme

de queue pour I’injection du génome (Ackermann, 2006). Différents membres de la
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famille des Tectiviridae (P-50, Bam35, GILO1, GIL16, Emet, Sole, Sato, Sand et Wip1)
ont été décrits comme infectant les bactéries du groupe B. cereus (El-Arabi et al., 2013;
Gillis et Mahillon, 2014). Les Tectiviridae sont des virus rares avec un spectre d’hote
trés vaste. Ils sont dépourvus de queue mais sont tapissés de pointes apicales
(Ackermann, 2003). Ils posseédent une capside isométrique entourant une vésicule
lipoprotéique (Gillis et Mahillon, 2014).

Jusqu'a présent, aucun phage filamenteux, a ADN monocaténaire ou a ARN n’a été
identifi¢ dans ce groupe bactérien (King et al., 2012).

Les caractéristiques des différentes familles de phages infectant les bactéries du groupe
B. cereus sont présentées dans le tableau 6. Le spectre d’hote est déterminé par la
spécificité de la reconnaissance de la bactérie. Cette dernicre est médiée par les protéines
fibreuses de la queue du phage. Par exemple, les phages Wf et BtCS33 infectant B.
thuringiensis ont un génome trés proche mais n’ont pas le méme spectre d’hote car leur
queue n’ont que 65 % d’acides aminés en commun (Yuan et al., 2012).

Tableau 6: Caractéristiques des familles de phages infectant les bactéries du groupe B.
cereus (Lee et al., 2014).

Famille Taille du génome (intervalle) Cycle de vie
Myoviridae 94 a219 kb Virulent
Siphoviridae 36 a53 kb Tempéré
Tectiviridae 14,3 4 14,9 kb Tempéré

Une analyse phylogénétique comparative basée sur les séquences en acides aminés des
protéines majeures des capsides (MCPs) et les grandes sous-unités de la terminase (TerL)
de 30 phages infectant le groupe B. cereus ont permis de les diviser en 3 groupes évolutifs
(I, 1T et IIT).

Le groupe I correspond aux Myoviridae hormis pour les phages 0305phi8-36 et BCD7,
dont les génomes différent de celui des autres phages de la famille (Lee et al., 2014). Les
groupes II et IIl sont respectivement composés de Siphoviridae et de Tectiviridae.
Cependant, un nombre important de phages infectant les membres du groupe B. cereus
ne trouvent pas de place dans cette classification (trop €¢loignés des autres phages aux

niveaux évolutif, génomique et /ou morphologique) (Tableau 7).
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Tableau 7: Classification des phages du groupe B. cereus selon l'analyse des protéines
majeures des capsides et des grandes sous-unités de la Terminase (Lee et al., 2014).

Groupe I Groupe I  Groupe 111 Autres

B4B5S BtCS33 AP50 BMBtp2

Bastille phIS3501 Bam35 TP21-L

W. Ph. W§p GIL16C IEBH

BPS10C GILO1 PhBC6AS1

BPS13 BCD7

vB BceM Bc431v3 PBCl1

BCP78 BceeAl

BCU4 MZTP02
0305phi8-36
phBC6AS52
11143

Une analyse génomique comparative des phages du groupe I, II et III a montré que
I’ensemble de geénes fonctionnels (lyse bactérienne, empaquetage, manipulation de
I’ADN) sont situés a des positions trés similaires, ce qui suggere que l'arrangement du
génome est identique dans tous les membres du groupe I, II et III des phages (Lee et al.,

2014).

6.2. Application des bactériophages au controle des bactéries du

groupe B. cereus dans les IAA

Les phages représentent un outil prometteur pour le biocontrodle des bactéries pathogénes.
Ils ont non seulement un grand potentiel pour le traitement des infections bactériennes
(phagothérapie), mais aussi pour améliorer la sécurité microbiologique, en particulier
dans l'industrie agroalimentaire. Le biocontrdle par les phages inclut trois champs
d’application principaux : (i) la prévention et la réduction de la colonisation bactérienne
chez les animaux d’¢élevages (Endersen et al., 2004), (ii) la désinfection des équipements
et des surfaces en contact avec les aliments dans les industries (Garcia et al., 2008) ct
(111) leur application directe sur des produits finis ou en cours de transformation afin de
prolonger leur durée de conservation (Garcia et al., 2008).

La majorité des études axées sur l'isolement des bactériophages infectant le groupe B.
cereus ont pour objectif le contrdle de la présence des membres du groupe B. cereus dans
les aliments. Par exemple, Lee et al. (2011) ont isolé et caractéris€ deux Myoviridae,
FWLBcl et FWLBc2 qui, en mélange, ont la capacité de réduire de 6 log la concentration
bactérienne d’une purée de pomme de terre aprés seulement 24 h d’incubation a

température ambiante. De plus, un Myoviridae, JBP901, isol¢ a partir de chungkookjang

56



Etude Bibliographique

(produit de fermentation rapide du soja a), a pu réduire la concentration de 3 log sans
affecter la croissance de Bacillus subtilis, nécessaire a la fermentation (Shin et al., 2011).
Deux autres phages, BCP1-1 et BCP8-2, isolés a partir de chungkookjangs coréens, ont
permis de contrdler le développement de bactéries du groupe B. cereus, mais seulement
apres ajout de cations divalents au milieu (Bandara et al., 2012). Ces résultats montrent
que les bactériophages peuvent permettre de controler le développement des bactéries du
groupe B. cereus dans les aliments.

Une autre stratégie de biocontrole, qui n'implique pas nécessairement les phages eux-
mémes, consiste a utiliser les endolysines qui sont des enzymes produites par les phages
a la fin du cycle lytique. Ces enzymes ciblent et digérent l'intégrité de la paroi cellulaire
(Fischetti, 2008). De plus, les endolysines ont un spectre d’activité généralement plus
large que celui des bactériophages (Fischetti, 2010). Par conséquent, elles peuvent étre
appliquées comme agent de biocontrdle, seules ou en combinaison avec d’autres
antimicrobiens comme les bactériocines (Schmelcher et Loessner, 2016). Certaines
endolysines ont été étudi€es pour étre utilisées contre les souches pathogenes d'origine
alimentaire du groupe B. cereus. Par exemple, 1’endolysine LysBPS13, codée par le
génome du phage BPS13, a montré une activité antimicrobienne vis-a-vis de différentes
especes de Bacillus et de certaines bactéries a coloration de Gram négative traitées par
I’EDTA. La plus forte activité antimicrobienne s’est manifestée a 1’égard de la souche
ATCC 10876 du groupe B. cereus (Park et al.,, 2012). LysBPS13 présente une
thermostabilité¢ remarquablement élevée en présence de glycérol et conserve son activité
lytique aprés incubation a 100 °C pendant 30 minutes, caractéristiques qui en font un
excellent candidat pour contréler le groupe B. cereus dans l'industrie agroalimentaire
(Park et al., 2012). L'endolysine du phage B4 infectant le groupe B. cereus, appelée
LysB4, a montré un large spectre d'activité, lysant des bactéries du groupe B. cereus, mais
aussi B. subtilis, Listeria monocytogenes et certaines bactéries a coloration de Gram
négative traitées par ’EDTA (Son et al., 2012). Les endolysines PlyBa, Ply21 et Ply12
provenant des phages Bastille, TP21-L et 12826 du groupe B. cereus, respectivement, et
qui ont été¢ produites comme protéines recombinantes, ont engendré une lyse rapide et
spécifique des cellules viables de plusieurs espéces de Bacillus, avec une activité
maximale sur les especes B. cereus et B. thuringiensis (Loessner et al., 1997). 1l a aussi
¢té montré que les deux endolysines, Murl et Mur2, codées par le phage GILO1 infectant
le sérotype israelensis de B. thuringiensis, ont une activit¢ muralytique permettant la

dégradation de la paroi de la cellule cible (Verheust et al., 2004). L'activit¢ muralytique
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de Mur?2 est limitée a B thuringiensis sv. israelensis, alors que Murl a un spectre d’action
plus large, incluant B. subtilis et Micrococcus lysodeikticus (Verheust et al., 2004).
Malgré une production onéreuse en comparaison a celle des phages, ces exemples
montrent que les endolysines représentent de bons candidats en tant qu’agents
antibactériens alternatifs pour le traitement, la prophylaxie et le biocontrdle des bactéries
appartenant au groupe B. cereus.

Pour conclure, il est important de considérer que méme si la plupart des phages ne
présentent a priori aucun risque pour la santé humaine ou l'environnement, ils peuvent
susciter, dans certaines circonstances, des préoccupations en matiére de biosécurité
(Verheust et al., 2010). En effet, ce sont des entités dynamiques qui interagissent avec
leur hote bactérien en apportant et en diffusant potentiellement de nouveaux caracteres
génétiques. Par conséquent, une évaluation rigoureuse des risques est nécessaire avant
d'utiliser des phages et des produits dérivés de phages. En général, pour qu’un phage soit
sélectionné pour son application comme agent de biocontrdle dans la chaine alimentaire,
il doit répondre a un certain nombre de caractéristiques qui garantiront son innocuité et
son efficacité. Parmi ces caractéristiques, on peut citer le fait qu’il soit strictement
virulent, qu’il présente un large spectre d'hote et qu’il ne soit capable ni d'effectuer une
transduction généralisée ni la conversion lysogénique de son hote (Klumpp et Loessner,
2013). La caractérisation moléculaire détaillée du génome du phage est obligatoire car
elle permet d’exclure les phages présentant des génes pouvant potentiellement coder pour

des toxines ou des facteurs de résistance aux antibiotiques (Huys et al., 2013).
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La sécurité sanitaire des aliments constitue 1’'une des grandes exigences pour préserver la
santé publique. La consommation d'aliments contaminés par des agents pathogenes et des
sous-produits microbiens tels que les toxines pourrait entrainer des maladies graves.

Le groupe B. cereus a été choisi pour cette étude car ¢’est une bactérie reconnue comme un
pathogéne opportuniste pouvant contaminer un grand nombre d’aliments. De plus, cette
bactérie pose de plus en plus problémes dans I’industrie agroalimentaire. D’une part, la
faculté de B. cereus a produire des spores a partir de la forme végétative leur permet de
se déposer dans les installations en inox et développer un biofilm difficile a éliminer du
procédé et treés résistantes aux traitements thermiques classiques comme la pasteurisation.
D’autre part, certaines souches dites psychrotrophes ou psychrotolérantes vont pouvoir se
développer dans le cas d’un stockage au froid. Les membres du groupe B. cereus sont
présents dans de nombreux aliments qui peuvent s’en trouver altérés ou contaminés par des
souches pathogenes capables de provoquer des intoxications alimentaires émétiques et/ou
diarrhéiques. Les maladies d’origine alimentaire causées par ces bactéries du groupe B.
cereus sont généralement bénignes et résolues spontanément. Cependant, elles peuvent aussi
occasionnellement entrainer ['hospitalisation ou méme la mort de personnes
immunodéprimées. En Tunisie, d’aprés nos connaissances, aucun travail n’a étudié la
contamination des produits alimentaires par le groupe B. cereus et sa maitrise.

Notre travail a été donc naturellement axé premierement a étudier la prévalence des souches
du groupe B. cereus dans différentes matrices alimentaires, a les caractériser afin
d’évaluer leur diversité génétique et le niveau de risque en matiére de sécurité sanitaire
des aliments. Puis deuxi¢émement, a définir les capacités des bactériophages infectant le
groupe B. cereus qu’on a déja isolés comme comme moyen de lutte contre les biofilms

pouvant se former a la surface des installations en industries agroalimentaires.

Dans un premier chapitre de ce travail, on s’est intéressé a étudier la prévalence et la
diversité génétique des isolats du groupe B. cereus d’origine alimentaire. Ce travail
comprend la recherche des bactéries du groupe B. cereus dans 687 échantillons
alimentaires. Les isolats présomptifs du groupe B. cereus ont fait 1’objet d’une
identification par un test PCR ciblant la séquence du gene sspE, spécifique du groupe.
Divers tests de caractérisation ont ¢€té réalisés. Des tests PCR ciblant des séquences
signatures spécifiques des mésophiles et des psychrotrophes ont été réalisé. Les capacités
d’adhésion des bactéries sur les surfaces industrielles ont été évaluées. L’analyse des

séquences du geéne panC permet d’assigner rapidement les isolats bactériens aux
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différents groupes phylogénétiques. Ces derniers fournissent une prédiction du potentiel
toxinogénique des souches ainsi qu’une meilleure estimation du risque sanitaire des
aliments. Les différents isolats du groupe B. cereus ont été soumis ¢galement a une étude

de diversité avec les méthodes PFGE et ERIC-PCR.

Dans un deuxiéme chapitre de ce travail, on s’est intéressé¢ a évaluer les risques
sanitaires causés par les bactéries du groupe B. cereus. Les isolats du groupe B. cereus
ont fait I’objet d’une évaluation de leur pouvoir pathogeéne (présence de genes de
virulence, activité cytotoxique sur cellules Caco-2 et résistance aux antibiotiques). La
distribution des facteurs de virulence au sein de la collection va permettre de classer les
souches en différents groupes toxinogenes. Une étude statistique a été réalisée afin
d’¢établir le lien entre les différentes combinaisons des facteurs de virulence et potentiel

cytotoxique des bactéries.

Dans un troisiéme chapitre de ce travail, on s’est focalis¢ sur 1’isolement,
I’identification et la caractérisation des bactériophages infectant les bactéries du groupe
B. cereus afin de les utiliser comme des agents de biocontrdle qui pourraient étre utilisés
pour lutter contre les biofilms de B. cereus. Afin de sélectionner les phages a spectre
d’hote large, des analyses des spectres lytiques de des bactériophages isolés ont été
réalisées contre les 174 souches du groupe B. cereus de notre collection. Les
bactériophages sélectionnés seront caractérisés morphologiquement par observation au
microscope ¢lectronique a transmission. Puis, ils seront caractérisés par SDS-PAGE afin
d’identifier leurs profils protéiques. Et enfin, par digestion enzymatique de I’ADN
génomique afin d’identifier les tailles de leurs génomes et leurs profils de restriction

enzymatique

Dans un quatriéme et dernier chapitre de ce travail, on s’est intéressée a évaluer
I’efficacité des bactériophages sur 1’inhibition et I’éradication des biofilms des bactéries
du groupe B. cereus. La capacité des bactériophages précédemment sélectionnés a
différents titres (10°-10% UFP/mL) pour lutter contre les biofilms de B. cereus a été
évaluée. Deux traitements ont été testés : un préventif et un curatif. Pour le traitement
préventif, une suspension de la souche hote et du phage I’infectant a été déposée sur des
coupons en inox contenus dans des plaques de 24 puits et incubée pendant 24, 48 et 72h.
Pour le traitement curatif, différents bactériophages ont été appliqués de la méme maniére

durant 4 h sur un biofilm déja formé
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En conclusion, ce travail vise a confirmer le risque sanitaire lié¢ a la présence du groupe

B. cereus et le role des bactériophages comme outil prometteur pour le biocontrdle des

bactéries pathogénes au sein de la filiere agro-alimentaire.
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Le présent travail était réalis¢ au Laboratoire de Recherche Toxicologie Microbiologie
Environnementale et Santé, Université de Sfax, Tunisie et a 1I’Unité Mixte de Recherche
STLO - Science et Technologie du Lait et de I’(Euf, Equipe Microbiologie, Agrocampus-
Ouest de Rennes, France. La phase d’isolement et d’identification présomptive du groupe
B. cereus était réalisée au centre d'hygiene publique de Sfax (Sud-Est de la Tunisie).

1. Prélévement des échantillons

Entre avril 2014 et avril 2015, une sélection de 687 échantillons alimentaires était
collectée a partir de supermarchés, d’hotels, de restaurants et d’IAA. Parmi ces
¢chantillons, on compte des produits céréaliers (n= 103), des épices (n = 59), des produits
de patisserie (n = 80), des aliments cuits (n = 103), des produits en conserve (n = 93), des
produits de la mer (n = 34), des produits laitiers (n = 84), des 1égumes coupés frais (n =
99), des viandes de volaille crue (n = 85) et des viandes de volaille cuite (n = 55). Les
produits céréaliers sont composés de farine de blé et d'orge, de semoule, de pates et de
couscous. Les échantillons d'épices comprennent du paprika, du cumin, du poivre noir,
de la coriandre et du curcuma. Les produits de patisserie comprennent des gateaux, des
croissants au chocolat et des glaces. Les aliments cuits comprenneent des échantillons de
soupe, des pates cuites, des omelettes, de la sauce a la viande hachée, de la sauce aux
poivrons grillés et des frites. Les conserves sont composées de thon, de jus et d’harissa.
Les produits de la mer comprennent des poissons (dorades et loups) et des palourdes. Les
produits laitiers sont soit du lait, du beurre ou des fromages. Les légumes frais coupés
comprennent des salades composées de I1égumes et de 1égumes mélangés crus tels que
I'oignon, le persil, le basilic et la coriandre. L'ensemble des volailles comprend des
échantillons de viande crue et cuite de poulet et de dinde. Les échantillons de viande de
volaille cuite sont composés de poulet roti et grillé (viande et saucisses). Les différents
¢chantillons d'aliments sont transportés dans des conditions d'asepsie complete dans un
conteneur de transport frais jusqu'au centre public d'hygiéne de Sfax (Sud-Est de la
Tunisie). Les échantillons sont analysés dans les 24 h suivant le jour de prélévement.

2. Souches de référence

Dans cette ¢tude, la souche B. cereus LMA 1038 est utilisée pour 1’identification du
groupe B. cereus par amplification du gene sspE. Cette souche est aussi utilisée comme

témoin positif pour le test de cytotoxicité sur les cellules Caco-2. Pour la recherche des

signatures « 16S rDNA-1 m », « 16S rDNA-2 p »et « cspA », les souches C43
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(Guinebretiere et al., 2002) et BW1 (Baron et al., 2007) sont utilisées comme témoins
pour le tests d’adhésion sur coupons en inox. La souche C43 est aussi utilisée pour la
mise en évidence des genes hblA, hblB, hblC, hblD, nheA, nheB, nheC et cytK. La souche
TIAC 1095 (Techer et al., 2014) est utilisée comme témoin positif pour la mise en
évidence du gene ces (céréulide), responsable de la sécrétion de la toxine émétique. La

souche E. coli ATCC 8739 est utilisée pour le controle de la qualité de I’antibiogramme.

3. Isolement et dénombrement des bactéries du groupe B. cereus

3.1. Milieux de culture et tampons utilisés

Tous les milieux de cultures et solutions préparés sont autoclavés pendant 20 min a une
température de 121 °C. Apres autoclavage, les milieux de cultures solides contenus dans
des flacons sont coulés dans des boites de Pétri stériles de 92 mm de diametre et de 16
mm de hauteur (Starstedt, Niimbrecht, Allemagne) et laissés a refroidir et a sécher a

température ambiante pendant 24 h avant d’étre placés au réfrigérateur a 4 °C.
3.1.1. Milieu d’enrichissement : Eau Peptonée Tamponnée (EPT) +
Chlorure de Lithium (LiCl)

L’eau peptonée tamponnée (EPT) est un milieu liquide jaune clair, non-sélectif, utilisé
pour D’enrichissement des bactéries présentes dans les denrées alimentaires. Sa
composition (VWR, Strasbourg, France) est indiquée dans le Tableau 8.

Pour isoler les bactéries du groupe B. cereus, il est nécessaire de réaliser une étape
d’enrichissement dans un milieu contenant de I’eau peptonée tamponnée additionnée de
chlorure de lithium (LiCl) (Prolabo, Fontenay sur bois, France) a 5 g/L. Ce dernier permet
d’inhiber la croissance des bactéries a coloration de Gram négative au profit des bactéries
a coloration de Gram positive.

La solution de LiCl et le milieu d’EPT + LiCl se préparent le jour de leur utilisation et ne
se conservent pas.

Tableau 8: Composition de 1’eau peptonée tamponnée.

Composants Concentration (g/L)
Bacto peptone 20
Phosphate dibasique de sodium (Na,HPOs) 9
Phosphate monobasique de potassium (KH2PO4) 1,5
Chlorure de sodium 5

pH (25 °C) final = 7,0 £ 0,2
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3.1.2. Le Bouillon Tryptone Soja (TSB)

La préparation du TSB consiste a mettre en suspension 30 g de milieu TSB déshydraté
(AES Laboratory, Combourg, France) dans 1 litre d’eau distillée suivi d’un autoclavage.
La composition du milieu TSB est indiquée dans le Tableau 9.

Tableau 9: Composition du milieu TSB.

Composants Concentration (g/L)
Hydrolysat pancréatique de caséine 17

Peptone de soja 3

Chlorure de sodium 5
Phosphate dibasique de potassium (K,HPO,) 2,5

Glucose 2,5

pH (25 °C) final =7,3 £0,2

3.1.3. Le Tryptone Sel (TS)

Le Tryptone Sel (TS) est un liquide isotonique contenant 8,5 g/L. de chlorure de sodium
(Merck, Darmstadt, Allemagne) et 1 g/L de tryptone (Oxoid, Basingstoke, Angleterre),
utilisé pour effectuer les dilutions décimales des prélévements alimentaires.

3.1.4. Le Bouillon BHI-YE

Un des milieux utilisés pour la culture des bactéries est le milieu Brain Heart Infusion-
Yeast Extract (BHI-YE). Sa préparation consiste a dissoudre 37 g de poudre BHI (Fisher
Bioblock, Illkirch, France) et 10 g d’extrait de levure (Fisher Bioblock) dans 1 L d’eau
distillée. Les différents composés de la poudre BHI sont indiqués dans le Tableau 10.

Tableau 10: Composition de la poudre BHIL.

Composants Concentration (g/L)
Peptone pancréatique de gélatine 10

Infusion de cervelle de veau 12,5
Infusion de cceur de beeuf 5

Glucose 2

Chlorure de sodium 5
Phosphate dibasique de sodium (Na:HPO.) 2,5

pH (25 °C) final = 7,4 £ 0,2

3.1.5. Le milieu BHI-YE Agar

Sa préparation consiste a dissoudre 37 g de la poudre BHI (Fisher Bioblock), 10 g
d’extrait de levure (Fisher Bioblock) et 15 g d’Agar (VWR) dans 1 L d’eau distillée.
L’ensemble est porté a ébullition tout en agitant. Aprés autoclavage, la gélose BHI-YE

est coulée dans des boites de Pétri.
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3.1.6. Le milieu « Mannitol, egg Yolk, Polymyxin » (MYP)

Le milieu « Mannitol, egg Yolk, Polymyxin » (MYP) est une gélose sélective pour le
groupe B. cereus congue par Mossel (Mossel et al., 1967). 11 est utilisé pour la détection
et le dénombrement des cellules végétatives et des spores du groupe B. cereus dans les
produits alimentaires. Sa spécificité est basée sur la mise en évidence de 1’incapacité du
groupe B. cereus a fermenter le mannitol et de 'activité 1écithinase de certaines souches.
La composition de la base Mossel (Biokar, Allonne, France) est indiquée dans le Tableau
11. Afin de préparer du MYP, 950 mL d’eau distillée sont additionnés a 46 g de milieu
de base déshydraté (le volume est alors de 980 mL) et I’ensemble est stérilisé. Une fois
la température de 48°C atteinte, 20 mL d’une émulsion stérile de jaune d’ceufs avec
polymyxine B (Sigma ref P1004 a 6000 unités/mg) (Sigma, St Quentin Fallavier, France)
sont ajoutés. La concentration finale en polymyxine B est de 0,01 g/L (60 000 unités/L)
et la concentration en jaune d’ceuf de 1 % (v/v). L’homogénéisation s’est effectués en
agitant le flacon et la solution est ensuite coulée dans des boites de Pétri.

La gélose ainsi obtenue est supposée Etre sélective grace a 1’ajout de polymyxine B qui
inhibe la flore secondaire et a laquelle le groupe B. cereus est résistant.

L’identification des colonies présumées du groupe B. cereus est basée (i) d’une part sur
l'activité l1écithinase, permettant la dégradation de la Iécithine du jaune d’oeuf en produits
insolubles et qui se traduit par un précipité visible autour de la colonie ; (i1)d’autre part
sur I’incapacité du groupe B. cereus a fermenter le mannitol, qui se traduit par une
coloration rose-rouge autour de la colonie, signe que 1’indicateur coloré n’a pas viré au
jaune et que le mannitol n’est pas fermenté¢.

Tableau 11: Composition de la base Mossel.

Composants Concentration (g/L)
Peptone 10

Extrait de viande 1

Mannitol 10

Rouge de phénol 0.025
Chlorure de Sodium 10

Agar 14

pH (25 °C) final = 7,2 £ 0,2
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3.2. Méthodologie

3.2.1. Préparation de la suspension et mise en culture

Pour cette étude, la suspension mere des échantillons liquides est obtenue en prélevant
aprés homogénéisation, dans un tube a essai stérile, une aliquote de 10 mL aupres de la
flamme d’un bec Bunsen. Pour les échantillons solides, une suspension au dixiéme est
préparée en placant 10 g d’échantillon en présence de 90 mL d’eau peptonée additionnée
de chlorure de lithium dans un sachet Stomacher et en homogénéisant le mélange pendant
3 min a I’aide d’un Stomacher (Colworth 400) (A.J. Seward Ltd., London, Angleterre).
Un volume de 10 mL du surnageant est recueilli dans un tube a essai et a constitué la
suspension mére qui a servi a la préparation des dilutions décimales. A partir de chacune
des suspensions meres obtenues (€chantillons liquides et solides), des dilutions décimales
successives en TS sont réalisées jusqu’a la dilution 10 .

Un millilitre de la suspension mere ainsi que de chacune des dilutions décimales
successives sont étalées a la surface de boites de Pétri contenant 15 mL de gélose Mossel
(Merck), préalablement coulées et séchées. Les boites inoculées sont incubées a 30 + 1°C
pendant 18-24 h. Les suspensions meéres et les dilutions décimales successives sont
ensemencées en double.

3.2.2. Comptage des colonies présumées de B. cereus

Apres incubation, les boites contenant moins de 150 colonies sont retenues, et si possible,
sur deux dilutions successives. Les colonies caractéristiques du groupe B. cereus sont
entourées puis comptées et notées. Celles-ci sont rugueuses, de couleur rose (mannitol-
négatives) et entourées d’un halo de précipité indiquant la production de 1écithinase. Le

dénombrement est effectué a I’aide de 1’équation suivante :

N = 3C
~ V(nl+ 0.1n2)d

Ou

nl est le nombre des boites retenues a la premiére dilution.

n2 est le nombre de boites retenues de la dilution qui précede la toute premiére dilution.
d est le taux de dilution de la premiére dilution retenue.

N est le dénombrement moyen de bactéries du groupe B. cereus en UFC/g ou en
UFC/mL.

X C est la somme des colonies dans toutes les boites retenues des dilutions effectuées.

V est le volume de 1'inoculum appliqué a chaque boite, en mL.
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3.2.3. Obtention et conservation des isolats

A partir des boites de Pétri ayant servi au dénombrement, une seule colonie
caractéristique bien isolée de chaque échantillon positif était repérée et récupérée. Chaque
colonie prélevée est repiquée sur milieu BHI-YE agar et incubée pendant 24 h a 30°C. A
partir de cette culture, une colonie par boite est par la suite transférée individuellement
dans un tube contenant 6 mL de bouillon Tryptone de Soja (TSB) (AES) et incubée
pendant 24 h a 30°C. Pour la conservation des isolats présomptifs du groupe B. cereus,
700 puL de chaque culture sont congelés a -80°C en cryotubes, en présence de 700 pL de
glycérol a 50 %.

4. Identification des isolats par PCR

Au total, 191 isolats présomptifs du groupe B. cereus ont fait 1’objet d’une identification
moléculaire. Cette identification a été décrite en cinq étapes, notamment 1’extraction de
I’ADN génomique, I’amplification d’un fragment spécifique du géne sspE codant pour
une protéine structurale caractéristique des spores du groupe B. cereus (Kim et al., 2005),
I’amplification des deux signatures spécifiques, la signature « /6S rDNA-1 m» des
bactéries mésophiles et la signature « 16S rDNA-2 p » des bactéries psychrotrophes au
niveau du gene /6S rDNA (codant pour la petite sous-unité ribosomale de I’ARN 16S)
(Von Stetten et al., 1998) et ’amplification d’une signature spécifique aux bactéries
psychrotrophes sur le géne cspA, qui code pour une protéine majeure liée au choc froid

(Francis et al., 1998).
4.1. Préparation de ’ADN génomique

4.1.1. Préparation de I’inoculum bactérien

Les isolats présomptifs du groupe B. cereus sont décongelés par ensemencement a 2 %
dans 10 mL de BHI-YE et incubation pendant une nuit a 30°C. Le bouillon de culture de
chaque isolat ainsi obtenu est repiqué a 2 % dans 10 mL de BHI-YE puis incubé a 30°C
pendant 18-24 h.

4.1.2. Extraction de ’ADN

L’ADN génomique est extrait par la méthode mettant en ceuvre des billes Chelex, telle
que décrite par Walsh et al. (1991). Elle consiste a transférer 5 mL de culture dans un
tube Falcon de 15 mL contenant 300 pL de tampon de lyse (solution a 25 % de billes
Chelex (Sigma)). L’ensemble est vortexé puis centrifugé a 10000 g pendant 7 min a 4°C.
Apres élimination du surnageant au Pipetman, le culot, qui contient les cellules adsorbées

sur les billes Chelex, est repris dans 200 pL d'eau milliQ stérile (Sigma). Le tube est
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chauffé au bain-marie a 100°C pendant 10 min pour lyser les cellules. Apres
centrifugation a 10000 g pendant 7 min a 4°C, 150 pL du surnageant, qui contient I’ADN,
est transféré dans un tube Eppendorf. Une derniére centrifugation a 10000 g pendant 7
min a 4°C permet d’éliminer les derniers débris cellulaires. Cent microlitres du

surnageant sont transférés dans un nouveau tube Eppendorf.
4.1.3. Quantification et vérification de la pureté de ’ADN

La concentration (ng/puL) et la pureté de ’ADN sont déterminées respectivement a 260
nm et a 280 nm a ’aide d’un spectrophotométre (Nanodrop ND-1000) (Nanodrop
Technologies, Wilmington, USA). La détermination des rapports A260 nm/A280 nm et
A260 nm/A230 nm permet de vérifier la nature du contaminant. La valeur du rapport
A260 nm/A280 nm d’un ADN permet d’évaluer la contamination par les protéines. La
valeur du rapport A260 nm /A280 nm d’un ADN pur est comprise entre 1,8 et 2. En outre,
la valeur du rapport 260 nm/A230 nm est déduite a titre secondaire pour renseigner sur
une ¢éventuelle contamination par les hydrates de carbone, les peptides, les phénols ou les
composés aromatiques ou tout produit qui absorbe a 230 nm. Ce rapport doit €tre proche
de 2,2.

L’ADN est dilué avec de I’eau Milli-Q stérile afin d’obtenir une concentration voisine de
100 ng/uL. L’ ADN dilu¢ a été conservé a -20°C et a servi de matrice pour les réactions
de polymeérisation en chaine (PCR).

4.2. Préparation du mélange réactionnel (Mix)

Pour effectuer une PCR, il est nécessaire de préparer, pour chaque souche, un microtube
contenant un mélange réactionnel de 28 pL dans lequel se trouvent 5 pL de matrice
d’ADN et les réactifs mentionnés dans le Tableau 12. Un témoin négatif contenant 5 pL.
d’eau Milli-Q stérile a la place de la matrice d’ADN et I’ADN des souches de référence
utilisées pour le controle positif sont inclus dans chaque réaction PCR.

Les différentes amorces utilisées ainsi que les tailles des amplicons sont indiquées dans

le Tableau 13.
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Tableau 12: Composition de 20 uL de mélange réactionnel commun de la PCR.

Composant Concentration Concentration Volume pour 1
initiale finale réaction (uL)

Tampon Buffer Taq 10X 0,9X 2,5
Amorce F 10 uM 0,71 pmol/uLL 2

Amorce R 10 uM 0,71 pmol/uL 2

MgCl, 50 Mm 2mM 1,2
dNTPs 10 Mm 0,178 mM 0,5
H,O0 milliQ stérile 14,5
Taq polymérase 5000 U/MI 53,57 U/mL 0,3
ADN (dilué au 1/10°™) )

Tableau 13: Amorces pour la détection de sspE et des signatures « /6S ¥rDNA-1 m »,
« 16S rDNA-2 p » et « cspA ».

Génes cibles Amorces Séquence nucléotidique des amorces Taille des Température Références
(5’-3) amplicons d’hybridation
(pb) (W9)
SspE sspE1-F GAAAAAGATGAGTAAAAAACAACAA 71 59 Kim et al.
sspEI-R CATTTGTGCTTTGAATGCTAG (2005)
16S rDNA-1 m Mf ATAACATTTTGAACCGCATG 250 55 Von Stetten et
Ur CTTCATCACTCACGCGGC al. (1998)
16S rDNA-2 p Pr GAGAAGCTCTTATCTCTAGA 130 55 Von Stetten et
Uf CAAGGCTGAAACTCAAAGGA al. (1998)
CspA BcAPF1 GAGGAAATAATTATGACAGTT 160 50 Francis et al.
BcAPR1 CTT(C/T) TTGGCCTTCTTCTAA (1998)

4.3. Détection du groupe B. cereus

La détermination de ’appartenance au groupe B. cereus s’est effectuée par amplification
d’une séquence de 71 pb du gene sspE spécifique du groupe, codant pour une protéine
structurale des spores. Sur les 191 isolats présomptifs 174 se sont avérés positifs.
L’amplification du géne sspE s’est effectuée a 1’aide du couple d’amorces sspEI-F et
sspE1-R (Tableau 13). Elle est réalisée selon la méthode décrite par kim et al. (2005)
dans un thermocycleur iCycler optical module 584BR (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette,
France) selon le programme suivant : une dénaturation de 4 min a 95°C suivie d’une phase
cyclique répétée 30 fois. Chaque cycle d’amplification est constitué d’une étape de
dénaturation de 30 s a 95°C, d’une étape d’hybridation des amorces de 30 s a 59°C et
d’une étape d’¢élongation d’une min a 72°C. La réaction est terminée par une ¢longation
finale de 7 min a 72°C. Les échantillons sont conservés a +10°C jusqu’a I’arrét du

thermocycleur.
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4.4. Recherche des signatures « 168 rDNA-1 m » et « 16S rDNA-2 p»
Von Stetten et al. (1998) ont montré que le ciblage PCR du géne codant pour I’ARNr

16S permet de distinguer les souches du groupe B. cereus mésophiles et psychrotrophes
puisqu’il existe une signature spécifique pour chaque groupe thermique de bactéries, a
savoir la signature « 16S rDNA-1 m » pour les mésophiles et la signature « /6S rDNA-2
p » pour les psychrotrophes. En effet, une premicre paire d’amorces (mf-ur) ciblant la
signature « 16S rDNA-1 m » permet I’amplification d’un fragment d’ADN de 250 pb alors
qu’une seconde paire d’amorces (uf-pr) ciblant la signature « /6S rDNA-2 p » permet
I’amplification d’un fragment d’ADN de 130 pb (Tableau 13).

Le cycle PCR adapté de Von Stetten et al. (1998) est utilis¢ comme suit: 2 min de
dénaturation a 94°C, 27 cycles de 15 s a 94°C, 15 s a 55°C et 15 s a 72°C et un cycle
d’extension finale de 72°C a 2 min.

4.5. Recherche de la signature « cspA »

Un test PCR a été adapté du protocole de Francis et al. (1998), permet de détecter, tout
en les différenciant, les souches psychrotrophes et mésophiles du groupe B. cereus. Ce
test cible le géne cspA, codant pour une protéine majeure de choc froid et qui n’existe que
chez les souches psychrotrophes. Ainsi, en utilisant les amorces discriminantes BcAPF1
et BcAPR1 définies par Francis et al. (1998) (Tableau 13), la PCR permet
I’amplification exclusive de la signature psychrotrophe qui correspond a un fragment de
160 pb et par la suite, les 2 groupes thermiques.

Le cycle PCR adapté de Francis et al. (1998) est utilisé : 5 min de dénaturation a 95 °C,
30 cycles de 15 s 2 95 °C, 30 s a la température d’hybridation, 30 s a 72 °C et un cycle

d’extension finale de 7 min a 72 °C. La température d’hybridation utilisée est de 50 °C.

4.6. Analyse électrophorétique des produits PCR

Les produits PCR sont séparés par €lectrophorese sur gel d’agarose 1 % Le gel est préparé
en diluant 1 % d’agarose (Sigma) dans le tampon TAE 1X (Promega, Madison, US). La
solution est ensuite portée a ébullition pour assurer la dissolution de 1’agarose. Apres un
refroidissement jusqu’a environ 60°C, 2 uL de bromure d’éthidium (BET) (solution stock
de 20 mg/mL) (Sigma) sont ajoutés pour 100 mL de solution. Apres agitation, la solution
est versée dans un moule ou un peigne est ajouté pour former les puits de charge. Le gel
solidifié est alors placé dans une cuve d’¢lectrophorese (Bio-Rad) contenant du TAE 1X
(Promega). Le premier puits est rempli par 2 puL. d’un marqueur de masse moléculaire

(Smart Ladder SF) (Eurogentec, Seraing, Belgique) afin d’estimer la taille des bandes
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d’ADN. Un volume de 10 pL de produit PCR et 1 pL. de tampon de charge sont placés
dans les puits suivants. Le tampon de charge utilisé est une solution 6 fois concentrée (6
X) de bleu de bromophénol et de saccharose, dans les proportions suivantes : 0,25 %
(w/v) de bleu de bromophénol et 40 % (w/v) de saccharose. Aprés une migration de 30
min a 80 V, les ADN sont révélés sous UV (UVP Table UV 8 Watt M-26V) (Fisher
Bioblock). Les photos des gels sont traitées avec le logiciel Infinity capture (Lumenera

Corporation, Ottawa, Canada).

5. Affiliation phylogénétique des isolats
5.1. Principe

Le séquencage du geéne panC permet de regrouper les souches du groupe B. cereus en
sous-groupes selon plages de température de croissance.

La premiére étape consiste a extraire de ’ADN génomique a partir d’une culture
bactérienne. L’amplification s’effectue par PCR, suivie par une purification, un
séquencage, pour terminer par un BLAST permettant d’attribuer 1’'un des groupes

phylogénétiques définis par Guinebretiére et al. (2008) a chaque isolat.
5.2. Méthodologie

Les mémes étapes d’obtention des cellules, d’extraction des ADN génomiques, de
préparation du mélange réactionnel ainsi que de révélation des produits PCR sur gel
d’agarose susmentionnées respectivement dans le paragraphe (4.) ont été suivies.

Pour amplifier le géne panC, les séquences des amorces définies par Guinebretiére et
al. (2008) qui ont été utilisées sont les suivantes :
5’-TYGGTTTTGTYCCAACRATGG-3’ pour I’amorce sens dégénérée et
5’-CATAATCTACAGTGCCTTTCG-3’ pour I’amorce antisens.

L’amplification de la séquence du géne panC est effectuée selon le cycle décrit par
Techer et al. (2014), comme suit : 5 min de dénaturation a 94°C, 30 cycles de 15 s a
95°C, 30sa55°C, 30 s a 72°C et une extension finale de 7 min a 72°C. Les produits PCR
sont, par la suite, analysés sur gel d’Agarose. Le fragment du géne panC amplifié est
identifi¢ en fonction de sa longueur apparente (651 pb).

La purification et le séquencage de ce fragment sont réalisés par GATC Biotech AG
(Constance, Allemagne) en utilisant I’amorce 5’-ATAATCTACAGTGCCTTTCG - 3°.
La forme Fasta de chaque séquence obtenue est blastée avec la base de données de

Sym’Previus (https://www.tools.symprevius.org/Beereus/). Les résultats aboutissent a

I’affiliation des souches du groupe B. cereus selon Guinebertiére et al. (2008).
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6. Typage moléculaire des isolats

6.1. Protocole de PERIC-PCR

L’ERIC-PCR est une méthode de caractérisation moléculaire permettant d’évaluer la
diversité génétique des souches et de vérifier si certaines d’entre elles sont clonales.
L’ERIC-PCR est, de point de vue de la réalisation, trés similaire a la PCR, mais constitue
une variante de cette derni¢re car une seule amorce, ’amorce ERICIR (Versalovic et
al.,1991), est utilisée. Sa séquence est la suivante : 5>~ ATGTAAGCTGGGGATTCAC-
3’. Elle est utilisée pour amplifier les séquences « ERIC » localisées dans les régions
intergéniques non codantes du génome bactérien.

Les concentrations en ADN sont ajustées a 20 ng/uL aprés dosage au Nanodrop
(Nanodrop ND-1000) (Nanodrop Technologies). Le mélange réactionnel est préparé
selon la méthode de Versalovic et al. (1991). Les réactions sont réalisées chacune dans
un volume total de 50 uL dont la composition est reprise dans le Tableau 14.

Le cycle PCR est utilisé tel que décrit par Shangkuan et al. (2000). Il consiste en une
dénaturation initiale de 10 min a 95°C, suivie de 4 cycles de 5 min a 94°C, 5 min a 40°C
et5 min a 72°C. Par la suite, 40 cycles sont réalisés, comme suit : 1 min a 94°C, 1 min a
55°C et 2 min a 72°C. Une extension finale de 10 min a 72°C est réalisée a la fin des
cycles. Dix microlitres de chaque produit d’amplification sont visualisés sous lumiére UV
sur gel d’agarose a 2 % apres migration a 80 V pendant 120 min dans du TAE 1X
(Promega). Le gel visualisé sous UV est photographié.

Tableau 14: Composition de 50 uLL de mélange réactionnel pour ERIC-PCR.

Composant Concentration Concentration Volume pour 1 réaction

initiale finale (nL)

Tampon buffer Taq 10X 1X 5

Amorce ERIC 10 uM 1 pmol/pL 5

MgCl, 25 Mm 1,5 Mm 3

DNTPs 10 Mm 0,25 Mm 1,25

H>O0 milliQ stérile 25,45

Taq polymérase 5000 U/MI 30 U/MI 0,3

ADN 20 ng/uL 4 ng/pL 10

6.2. Protocole de la PFGE

6.2.1. Milieux et Solutions Tampons pour PFGE

- Tampon TE : 11 est composé de Tris (10 mM) et d'EDTA (1 Mm), généralement au pH
égal a 8.

- Tampon TES : 1l est obtenu en ajoutant du saccharose (200 g/L) au tampon TE.
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- Solution d’EDTA pour agarose des blocs : c’est une solution aqueuse d'EDTA (125
mM), généralement au pH égal a 7.

- Solution de déprotéinisation (pH= 8) (a préparer extemporanément) : elle est composée
de Tris (10 Mm), EDTA (100 Mm), SDS 1 % et du Protéinase K (20 mg/Ml) (Qiagen,
Hilden, Allemagne).

- Tampon pour protéinase K : il est composé de Tris (10 Mm) et d’EDTA (100 Mm),
généralement au pH égal a 7.

- Tampon de migration TBE (Tris-Borate-EDTA) :

TBE 10X (solution stock) : cette solution stock est composée de Tris (0,89 M), d’acide
borique (0,89 M) et d’EDTA (0,02 M), généralement au pH égal a 8,3.

TBE 0,5X : cette solution est préparée en diluant 20 fois la solution 10X dans I’eau
osmosée a pH compris entre 6,5 et 7.

- Tampon de restriction : Il est obtenu en transférant 20 unités de 1I’enzyme Smal (New
England Biolabs, Hitchin, UK) dans son tampon dilué au 1/10°™,

- Agarose pour ¢€lectrophorese en champs pulsé PFGE (Gibco BRL, Paisley, Ecosse)

- Marqueur de taille (lambda DNA ¢I857 ind 1 Sam7, GelSyringeTM) (New England
Biolabs).

- Solution aqueuse de BET a 1 pg/mL pour la coloration du gel.
6.2.2. Méthodologie

Nous avons utilisé le systéme d'électrophoreése en champs pulsé CHEF-DR II (Bio-Rad)
qui permet la migration des fragments d'ADN de taille allant de 5 kb a 6 Mb.
L’¢lectrophorese en champ pulsé a été réalisée selon le protocole décrit par Merzougui
et al. (2014). Aprés une culture d'une nuit (avec une DO a 650 nm comprise entre 0,3 et
0,45) issues d’une colonie pure mise en suspension dans 5 ml de BHI-YE, une
centrifugation a 10000 g pendant 10 min est effectuée. Le culot est par la suite récupéré
dans 5 mL du tampon TES. Aprés une deuxiéme centrifugation, le culot est repris dans
400 pL du tampon TE (pH= 8) contenant 10 mg/mL de lysozyme et incubé pendant 1 h
a 37°C. Entre temps, une solution d’agarose 1 % est préparée dans une solution d’EDTA;
(pH= 7). Les 400 pL de la suspension bactérienne sont par la suite mélangés avec 700 pL
d’agarose 1 %, puis les blocs sont coulés. Apres leur solidification, les blocs sont déposés
dans la solution de déprotéinisation (1 mL par bloc) et incubés 2 h a 55°C. La solution de
déprotéinisation est aspirée et les blocs rincés par de 1’eau distillée a 50°C pendant 10

min. Les blocs sont par la suite transvasés dans 10 mL de la solution de lavage TE et
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agités 1égerement. Au total, 5 lavages sont effectués. Les blocs sont transférés dans des
tubes contenants 600 uL. du tampon de l'enzyme Smal et incubés pendant 1 h a 4°C. Les
blocs sont ensuite transvasés dans 300 pL du tampon de l'enzyme avec 20 U de Smal et
incubés a 25°C pendant 4 h. Cent-vingt millilitres de gel d’agarose 1 % dans du TBE 0.5
X sont préparés et déposés sur les dents du peigne. Le gel est coulé délicatement. Une
fois ce dernier solidifié, le peigne est extrait. Deux marqueurs lambda sont inclus dans
chaque essai. Dans la cuve de migration, 2 L de TBE 0.5 X a 14°C sont placés et le
programme suivant est utilisé :

Initial A time: 2 s, Final A time: 20 s, Run time: 18 h.

Aprés migration, le gel est coloré avec une solution aqueuse de BET a 1 pg/mL. Le gel
est visualisé sous lumicre UV et photographié.

6.3. Analyse et interprétation des profils de migration

Les profils ERIC-PCR et PFGE sont analysés par le logiciel Bionumerics version 6.5
(Applied Maths, Gand, Belgique). Le coefficient Dice est utilis¢é pour mesurer la
similarité entre les profils. Les parametres de tolérance et d'optimisation sont fixés a 1 %.
La construction des dendrogrammes s’est basée sur la Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic mean (UPGMA).

A T’aide du logiciel BioNumerics, des représentations hiérarchiques des profils ERIC-
PCR et PFGE sont réalisées sous la forme de dendrogrammes. Cette représentation
illustre les relations génétiques entre les souches caractérisées et permet de les
différencier.

Le but étant de discriminer les souches, une limite de similarité a été choisie, a partir de
laquelle les souches sont considérées comme distinctes. Nous avons choisi de placer cette
« limite » a 80 % puisque le pourcentage de similarité génétique entre les marqueurs de
taille inclus sur chaque gel était de 80 %. Ainsi, aprés avoir détermineé un pourcentage
de similarité, on a pu définir des clusters de souches.

7. Evaluation du pouvoir d’adhésion aux coupons en inox

L’adhésion aux surfaces représente une étape primordiale dans le processus de formation
des biofilms. Cette étape est sous I’influence de nombreux parameétres propres aux
bactéries, dont 1’état physiologique des cellules et les propriétés de surface des spores,
ainsi que des parametres environnementaux, dont la présence de nutriments sur les
surfaces. Dans cette partie, 1’intérét est porté sur I’état physiologique des bactéries (spores

et cellules végétatives). Le pouvoir d’adhésion des isolats du groupe B. cereus a des
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surfaces en inox est mesuré par la quantification des spores ou des cellules végétatives
capables d’adhérer par unité de surface (cm?).

7.1. Traitement des coupons en inox

Le test d’adhésion est réalisé sur des coupons en inox de 2 mm d'épaisseur et 15 mm de
diametre (Bretagne Laser, Guer, France). Comme décrit précédemment par Jan et al.
(2011), les coupons sont immergés dans une solution de RBS 35 (Chemical Products R.
BORGHGRAEF, Bruxelles, Belgique) a 2 % (v/v dans de 1'eau distillée) et a 50°C. Les
coupons subissent par la suite 2 séries de ringage a I’eau distillée, la premiére série a 50°C
et la deuxiéme a température ambiante. Chaque série comporte 5 ringage de 5 min chacun.
Apres ringage, les coupons sont autoclavés 20 min a 121°C et, séchés sous flux laminaire
en conditions stériles et finalement conservés stérilement jusqu’a leur utilisation. Les
coupons nécessaires a chaque expérimentation sont répartis dans des microplaques de 24
puits (P24) a raison d’un coupon par puits.

7.2. Préparation de ’inoculum bactérien

Les souches conservées a -80°C sont décongelées par ensemencement a 2 % dans du
bouillon BHI-YE et incubation a 30°C pendant une nuit puis repiquées a 2 % dans du
BHI-YE et incubées a 30°C pendant 18-24 h. Ces cultures vont servir pour la préparation
des suspensions sporales et des cellules végétatives.

7.2.1. Préparation des cellules végétatives

Les cultures de 18- 24 h sont centrifugées a trois reprises a 10000 g pendant 10 min. A
chaque reprise, le surnageant est jeté et le culot récupéré est suspendu dans une solution
saline a 9 g/L. de NaCl, au méme volume que celui du surnageant. Les suspensions de
cellules végétatives ainsi obtenues sont dénombrées et conservées a 4°C.

Le dénombrement est effectu¢ a l'aide de la microméthode de comptage sur plaque
(Baron et al., 2006). Cette denicre est basée sur le méme principe que la méthode
classique mais elle utilise des plaques 96 puits (P96) pour la phase de dilution décimale
des échantillons et des P24 pour la phase d'ensemencement des dilutions dans le milieu
gélosé. Elle consiste a faire des dilutions sur une P96. Pour chaque dilution, 50 pL sont
transférés dans une P24, puis 400 uL de BHI-YE agar sont ajoutés ; les plaques sont
ensuite incubées a 30°C pendant 24 h. La microméthode favorise le traitement d'un grand
nombre d'échantillons en gardant la méme facilit¢ de comptage et d'interprétation des

colonies. Elle permet donc des réductions de cott et de temps de manipulation avec la
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méme fiabilité que la méthode classique. Les résultats sont exprimés en UFC par mL,
selon I’équation suivante :

nombre de colonies par puits X Facteur de dilution X 1000
50

7.2.2. Préparation des suspensions sporales

N (UFC/mL) =

Les cultures de 18- 24 h (1 mL) sont ensemencées par étalement au rateau sur des boites
contenant de la gélose LB fortifiée (additionnée de Mg™ (40 mg) et de CaClz (100 mg)
/L de milieu. L’ajout de ces sels stimule le phénoméne de sporulation. Les boites sont
incubées pendant 5 j a 30 °C. Apres 5 j d’incubation, le tapis cellulaire présent a la surface
des boites de Pétri est inondé d’une solution saline a 9 g/ de NaCl et raclé a 1’aide d’un
rateau stérile. La suspension ainsi obtenue est chauffée 10 min a 80°C pour détruire les
formes végétatives puis elle subit une série de 3 centrifugations a 10000 g pendant 10 min
a température ambiante. Le surnageant est ainsi éliminé et le culot est suspendu dans 50
mL d’eau distillée stérile. A 1’issue de cette série de centrifugations, le surnageant est
¢liminé et le culot est repris dans 30 mL d’eau distillée stérile. Un deuxiéme chauffage a
80°C pendant 10 min permet de s’assurer que la forme végétative des isolats est
totalement détruite. Enfin et aprés dénombrement par microméthode, les suspensions

sporales sont conservées a 4°C en vue de leur utilisation.
7.3. Test d’adhésion des cellules végétatives/ des spores sur coupons

en inox
Pour commencer le test d’adhésion, les cultures bactériennes (cellules végétatives ou
spores) subissent une série de dilutions jusqu’au obtenir une concentration de 10°
UFC/mL environ. Par la suite, 300 pL sont prélevés de chaque suspension bactérienne
puis introduits dans 1’un des puits de la P24 contenant un coupon en inox. Finalement, les
plaques sont incubées a 30°C pendant 2 h. Les tests sont faits en triplicat dans la méme
microplaque pour chaque suspension bactérienne. Sur chaque plaque, 2 souches témoin
de B. cereus sont ajoutées, les souches C43 et BW1. Au bout de 2 h d’incubation a 30°C,
les suspensions sont ¢liminées et les coupons sont soumis aune série de 3 lavages avec

300 pL d’une solution saline a 9 g/LL de NaCl afin d’¢éliminer les cellules non-adhérentes.
7.4. Décrochage et dénombrement des cellules adhérentes

Pour le test d’adhésion des cellules végétative, 300 pL d’une solution saline a 9 g/L de
NacCl sont ajoutés dans chaque puits et la surface du coupon est grattée avec une spatule

stérile (Dutscher, Brumath, France) pendant 45 s afin de décoller les cellules adhérées.
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Pour le test d’adhésion des spores, 300 pL. d’une solution aqueuse de Tween 80 (Thermo
Fisher Scientific, Vilnius, Litthuania) a 0,02 % sont ajoutés pour I’ensemble des puits de
la plaque afin de modifier les propriétés de surface des spores et de faciliter leur
décrochage par un sonicateur a tige. Le nombre de cellules adhérentes est déterminé apres
croissance sur milieu BHI-YE agar a 30°C pendant 24 h, a 'aide de la microméthode de

2

comptage (Baron et al., 2006) Les résultats sont exprimés en UFC par cm”, selon

I’équation suivante :

nombre de colonies /puits X Facteur de dilution X F X 300

N (UFC/cm?) = =5

Ou

N est le nombre de bactéries adhérées par cm?

F est I’inverse de la surface du coupon (cm™) ; F= 1/A cm™; avec A=m X 1> = 1,77 cm?
(r=0,75 cm).

8. Recherche des génes de virulence du groupe B. cereus

Les 174 isolats du groupe B. cereus sont testés pour la mise en évidence des genes codant
pour les entérotoxines responsables du syndrome diarrhéique (hblA, hbIB, hblC, hbID,
nheA, nheB, nheC, cytk, cytK-1, cytK-2 et bceT) et le céréulide (ces) responsable du
syndrome émétique. Les amplifications sont réalisées par PCR dans un thermocycleur
(iCycler optical module 584BR) (Bio-Rad).

Les mémes étapes d’obtention des cellules, d’extraction d’ADN génomiques, de
préparation du mélange réactionnel ainsi que la révélation de produits de PCR sur gel
d’agarose susmentionnée respectivement dans le paragraphe (4.) ont été suivies. Pour
les isolats qui hébergeaient le géne cy¢K, une discrimination des deux formes différentes
de la cytotoxine K, constituées par les génes cytK-1 et cytK-2, est effectuée en utilisant la
méthode décrite par Guinebretiere et al. (2006). Pour la détection du geéne ces codant
pour la toxine émétique, deux paires d’amorces sont utilisées. La premiere, EMIR/F, cible
les régions conservées du geéne de la “non-ribosomal peptides synthetase” (NRPS)
impliqué dans la synthése de peptides indépendante des ribosomes (Ehling-Schulz et al.,
2004b). La deuxieme, CesF1/R2, cible les déterminants génétiques directement
impliqués dans la production du céréulide (Ehling-Schulz et al., 2005). Toutes les
amorces (Sigma) utilisées et les programmes d’amplification ainsi que les tailles des

amplicons sont consignés dans le Tableau 15.
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Génes Amorces Séquence nucléotidique des amorces Programme d’amplification Taille des Température Références
cibles 5-3’) amplicons  d’hybridation (
(pb) °0)
nheB NBF TTTAGTAGTGGATCTGTACGC 743 Guinebretiére et al.
NB R TTAATGTTCGTTAATCCTGC (2002)
95 °C, 4 min
NheC NCF  TGGATTCCAAGATGTAACG 30x[95°C, 30 ;Hfi‘r‘l ]°C’ 30s;72°C, 1 683 54 Guinebretiére et al.
ATTACGACTTCTGCTTGT!
NCR CGACTTCTGCTTGTGC 729, 7 min (2002)
CytK CKF ACAGATATCGG(G,T)CAAAATGC 809 Guinebretiére et al.
CKR TCCAACCCAGTT(A,T)(G,C)CAGTTC (2006)
HbIA HAF AAGCAATGGAATACAATGGG 1154 Guinebretiére et al.
HAR AGAATCTAAATCATGCCACTGC 95 °C, 4 min (2002)
30x[95°C,30s;56°C,30s;72°C, 1 56
Nhed NAF  GITAGGATCACAATCACCGC ) Oré“n] . 755 Guinebretiére et al.
NAR  ACGAATGTAATTTGAGTCGC 72°C, 7 min (2002)
cytK-1 CK1F CAATTCCAGGGGCAAGTGTC 426 Guinebretiére et al.
CKIR CCTCGTGCATCTGTTTCATGAG 95 °C, 4 min (2006)
30x[95°C,30s;57°C,30s;72°C, 1
cytK-2 CK2F  CAATCCCTGGCGCTAGTGCA 5 Ofé““] . 585 57 Guinebretiere et al.
CK2 R GTGIAGCCTGGACGAAGTTGG 72°C, 7 min (2006)
beeT beeT-f GCTACGCAAAAACCGAGTGGTG 679 Agata et al. (1995)
beeT-r AATGCTCCGGACTATGCTGACG
94 °C, 2 min
hbIB HAF AAGCAATGGAATACAATGGG 10x [94°C, 10 s; 58 °C, 30 s ; 68 °C, 2
HBR = AATATGTCCCAGTACACCCG min] 2684 58 Guinebretiére et al.
20 x [94 °C, 10s ; 58 °C, 30's ; 68 °C, 2 (2002)
min
(Plus 20 s par cycle)]
HbIC HCF  GATACTCAATGTGGCAACTGC 740 Guinebretiére et al.
HCR TTGAGACTGCTCGTCTAGTTG 95 °C, 4 min (2002)
30x[95°C,30s;58°C,30s;72°C, 1 58
min]
hbID HD F ACCGGTAACACTATTCATGC 72°C, 7 min 829 Guinebretiére et al.
HD R GAGTCCATATGCTTAGATGC (2002)
~N
O EMI1F GACAAGAGAAATTTCTACGAGCAAGTA 95 °C, 5 min 635 Ehling-Schulz et al.
EMIR AT 30x[95°C,15s;58°C,30s;72°C, 30 (2004b)
Ces GCAGCCTTCCAATTACTCCTTCTGCCAC s]
AGT 72 °C, 7 min 58
CesF1 GGTGACACATTATCATATAAGGTG 1271 Ehling-Schulz et al.
CesR1 GTAAGCGAACCTGTCTGTAACAACA (2005)
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9. Evaluation de I’activité cytotoxique sur les cellules Caco-2

9.1. Cellules Caco-2

L’activité cytotoxique des isolats du groupe B. cereus est évaluée sur des cellules Caco-
2. Cette lignée cellulaire dérive d’un carcinome humain et peut se différencier en une
couche cellulaire mimant I’épithélium de I’intestin gréle (Pinto et al., 1983). Cette lignée
est ainsi probablement la plus appropriée pour étudier les entéropathogenes de
I”épithélium intestinal humain (Viboud et al., 1993).

Pour réaliser le test de cytotoxicité, deux ampoules contenant chacune 2.10° cellules

Caco-2, sont fournies par le laboratoire Nutrinov (Rennes).
9.2. Réactifs pour la culture cellulaire

9.2.1. Milieu de culture des cellules Caco-2

Le milieu de culture employ¢ pour la culture des cellules Caco-2 est le milieu synthétique
Dulbelcco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma). Ce milieu de base est
supplémenté avec 10 % (v/v) de sérum de veau Feetal (SVF) (Cambrex, Verviers,
Belgique), 100 U/mL de pénicilline (Sigma), 100 pg/mL de streptomycine (Sigma) et
2.5 pg/mL d’amphotéricine B (Sigma) (Choma et al., 2000).

9.2.2. Tampon Phosphate Salin (PBS)

Le PBS est utilisé dans diverses applications de culture cellulaire telles que le lavage de
cellules avant dissociation, le transport de cellules et de tissus, la dilution de cellules pour
le comptage et la préparation de réactifs. Ce tampon est préparé avec du phosphate
dibasique de sodium, du phosphate monobasique de potassium, du chlorure de sodium et
du chlorure de potassium. Les concentrations des différents composés du PBS sont
reprises dans le Tableau 16. Le PBS est autoclavé 20 min a 121 °C et stocké a 4 °C. Son
pH en solution est de 7,4.

Tableau 16: Composition du PBS.

Composants Concentration (g/L)
Phosphate monobasique de potassium (KH>POy4) 0,2

Phosphate dibasique de sodium (Na,HPO,, 2 H,O) 1,44

Chlorure de sodium (NaCl) 8

Chlorure de potassium (KCI) 0,2

pH (25 °C) final =7,4 £ 0,2
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9.2.3. Préparation de la trypsine

La trypsine est un réactif de base permettant le décollement des cellules Caco-2. Les
protéines d'attachement au support et de la matrice extracellulaire sont ainsi digérées par
la trypsine.

9.2.4. Préparation du paraformaldéhyde

Solution de paraformaldéhyde a 10 % (m/v)

La préparation du paraformaldéhyde consiste a chauffer sous agitation 5 g de
paraformaldéhyde (Sigma) dissous dans 50 mL d’eau. Lorsque la solution frémit, une
goutte de NaOH (1 N) est ajoutée afin d’éclaircir la solution. Une ou deux gouttes
supplémentaires sont ajoutées, si nécessaire, jusqu’a I’obtention d’une solution limpide.
Aprées refroidissement dans la glace, la solution est aliquotée en fractions de 2 mL en
tubes en verre et conserve a 4 °C.

Solution de paraformaldéhyde a 2 % (m/v)

La solution de paraformaldéhyde a 2 % représente la solution de fixation des cellules
Caco-2. Sa prépartion consiste a ajouter 8 mL de PBS a une aliquote de 2 mL de la
solution de paraformaldéhyde a 10 %.

9.2.5. Préparation de la solution de coloration au cristal violet

Le Cristal Violet (CV) est un colorant triarylméthane qui peut se lier a des molécules de
type ribose telles que I'ADN dans les noyaux. Normalement, les cellules adhérentes
mortes se détacheront des plaques de culture cellulaire et seront retirées de la population
des cellules viables pendant les étapes de lavage. La coloration CV peut étre utilisée pour
quantifier I'ADN total de la population restante et ainsi déterminer la viabilité cellulaire.
L’intensité de la coloration au CV est directement proportionnelle a la biomasse cellulaire
et peut etre mesurée a 630 nm. La coloration au CV est un test rapide et polyvalent pour
le criblage de la viabilité cellulaire dans diverses conditions de stimulation ou d'inhibition.
La solution de coloration au CV est préparée selon Choma et al. (2000). Un volume de
10 mL de cette solution est composé de 13 mg de Cristal violet (Sigma) (0,13 % m/v) ;
0,5 mL d’¢éthanol absolu (5 % v/v) ; 2 mL d’une solution de paraformaldé¢hyde a 10 % (2
% v/v) et 7,5 mL de PBS.

9.3. Principe

La mesure de I’activité cytotoxique consiste, pour chaque isolat, a appliquer du filtrat de

culture bactérienne sur des cellules Caco-2 afin d’estimer leur pouvoir cytotoxique. Le
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test choisi, décrit par Guinebretiére et al. (2002) repose sur la perte de I’intégrité
membranaire.

Les cellules, cultivées en P96, sont fixées, colorées au CV puis rincées a I’éthanol 50%.
L’addition d’alcool permet la libération du CV. L’ absorbance de la solution est lue a 630
nm. L’intensité de la coloration étant fonction du nombre de cellules dans le puit, la
cytotoxicité des surnageants est ainsi mise en évidence par diminution de I’absorbance a
630 nm, ce qui correspond donc a la diminution du nombre de cellules viables dans le
puits. Les surnageants bactériennes sont considérés comme étant cytotoxiques lorsque la
I’absorbance de la solution représente moins de 50 % de I’absorbance du controle
(pourcentage d’inhibition supérieur a 50 %).

9.4. Mdéthodologie

9.4.1. Préparation des surnageants bactériens

Apres décongélation et repiquage des isolats comme susmentionné dans le paragraphe
(4.1.1.), une centrifugation des cutures (10000 g pendant 7 min a 4°C) est effectuée. Le
culot est par la suite récupéré dans 10 mL de PBS. Afin d’éliminer toute trace de
nutriments provenant du BHI-YE et/ou d’entérotoxines provenant de 1’inoculum, un total
de 3 lavages du culot au PBS (10000 g, 10 min) est réalisé. Le dernier culot est repris
dans 10 mL de PBS et une série de dilutions au 1/10°™ est réalisée jusqu’a la dilution -3
(environ 10° cellules/mL). A partir de la dilution -3, 10 mL de BHI-YE sont ensemencés
a raison de 2 % (pour avoir environ 2.10° cellules/mL 4 to). Deux séries d’incubation sont
effectuées pour chaque isolat (une série incubée a 30°C pendant 18 h et une autre a 30°C
pendant 5 j).

Aprés les 18 h et 5 j d’incubation, 5 mL de chaque suspension sont transférés dans 10 mL
de BHI-YE et centrifugés a 10000 g pendant 7 min a 4°C. Un millilitre environ de
surnageant est filtré sur un filtre stérile de 0,22 um pour éliminer les bactéries (Starstedt).
Les filtrats obtenus sont congelés dans des tubes Eppendorf de 1,5 mL, et préts a étre mis
en oeuvre pour les essais de cytotoxicité.

Un témoin positifs (T+) est réalisé en ensemencant du milieu BHI-YE avec la souche
LMA 1038. Le témoin positif a subit le méme traitement que celui des souches a tester :
croissance, lavage, inoculation, dilution, centrifugation filtration et congélation du
surnageant.

Un témoins négatifs (T-) est réalisé avec le BHI-YE non ensemencé. Ce témoin négatif

est filtré comme les essais apres dissolution au tiers dans du BHI-YE.
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9.4.2. Préparation des cellules Caco-2

La décongélation des ampoules contenant les cellules Caco-2, conservées dans 1’azote
liquide, est effectuée par transfert du contenu de I’ampoule dans une flasque T25
contenant 5 mL de milieu de culture thermostaté a 37°C. Les flasques sont incubées a
37°C et en présence de 5 % de CO: et de100 % d’humidité dans une étuve de marque
Binder (Binder GmbH, Neckarsulm, Allemagne). Le lendemain, une observation
microscopique est effectuée afin de s’assurer de la viabilité et de I’adhérence des cellules
au fond de la flasque. Le milieu est changé le lendemain de la décongélation puis tous les
2 j: les cellules sont trypsinées quand elles atteignent 90 % de confluence et sont

réensemencées dans de nouvelles flasques T75.
9.4.3. Coloration au cristal violet (CV)

Le protocole utilisé est décrit par Choma et al. (2000). Apres trypsination d’une flasque
T75 dont la culture a atteint 90 % de confluence, les cellules Caco-2 sont réensemencées
dans des P96 a raison de 3.10° cellules/mL et incubées pendant 3 j (37°C, 5 % de CO»,
100 % d’humidité). Apres ringage au PBS, les cellules sont incubées avec 50 pL des
surnageants bactériens pendant 3 h a 37°C sous 5 % de CO,. Les plaques sont ensuite
placées 5 min sous agitation douce pour décoller les cellules mortes. Le surnageant est
aspiré et un lavage avec 200 uL de PBS est effectué. Les cellules sont par la suite fixées
par 100 pL de paraformaldéhyde (2 % dans le PBS) par puits pendant 30 min a 4°C. Le
paraformaldéhyde est aspiré. Les cellules sont colorées par 80 pL de CV par puit pendant
20 min a température ambiante. Trois rincage a 1’eau distillée sont réalisés, permettant
d’¢liminer les cellules mortes. Le CV est libéré par 200 pL d’éthanol a 50 % pendant 45
min sous agitation douce. L’absorbance est mesurée a 630 nm avec un lecteur de P96
(MRX) (Dynatech Laboratoires, Saint Cloud, France) (contre le blanc : solution d’éthanol
a 50 % disposée dans les puits laissés vacants).

L’absorbance mesurée est inversement proportionnelle a 1’activité cytotoxique du
surnageant bactérien. L’activité cytotoxique est exprimée en pourcentage d’inhibition,
par comparaison au controle (BHI-YE non ensemenc¢). Ce pourcentage est calculé de la
maniere suivante :

Absorbance (contréle) — Absorbance (essai)

% d'inhibition = X100
% d'inhibition Absorbance (controle)
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Les filtrats sont considérés comme étant cytotoxiques lorsque ’absorbance représente
moins de 50 % de I’absorbance du controle (pourcentage d’inhibition supérieur a 50 %).
Les tests et le contrdle sont réalisés en triplicat.

9.4.4. Analyses statistiques

Les analyses statistiques, y compris les tests ¢ et le test F/ (ANOVA), sont effectuées a
l'aide du logiciel statistique R- 3.4.2. Une valeur p < 0,05 est considérée comme
statistiquement significative pour tous les parametres évalués. Le test F est utilisé pour
évaluer la relation potentielle entre (i) I'origine d’échantillonnage des souches et leur
potentiel de cytotoxicité et (ii) les différents génes de virulence qu'elles hébergent et leur
potentiel de cytotoxicité. Les tests ¢ sont utilisés pour évaluer le potentiel de cytotoxicité
de chaque souche de la collection en étudiant la corrélation entre les différents génes de

virulence qu'elles hébergent et leur activité cytotoxique sur les cellules Caco-2.
10. Détermination de la résistance aux antibiotiques
10.1. Réactifs pour la réalisation de I’antibiogramme

10.1.1. La gélose Miiller-Hinton

La gélose Miiller-Hinton (Milieu MH) est un milieu de croissance microbiologique qui
est couramment utilisé¢ pour les tests de sensibilit¢ aux antibiotiques. Il a quelques
propriétés qui le rendent parfait pour cet usage. Tout d'abord, ¢’est un milieu non sélectif,
non différentiel. Cela signifie que presque tous les microoganismes sont en mesure de s’y
développer. De plus, il contient de I'amidon. L'amidon est connu pour absorber les toxines
libérées par les bactéries, de sorte qu’elles ne puissent pas interférer avec les antibiotiques.
Deuxiémement, la nature de 1’agar mise en ceuvre permet une diffusion facilitée des
antibiotiques.

Sa préparation consiste a mettre en suspension 38 g de milieu déshydraté (Merck) dans
un litre d’eau. Cette suspension est chauffée tout en agitant jusqu’a a ébullition. Apres
autoclavage durant 20 min a 121°C, la gélose Mueller-Hinton est coulée dans des boites
de Pétri carrées (120 mm de diamétre) (Starstedt). Ces dernieres sont gardées entrouvertes
afin de faciliter I’évaporation compléte de toute trace d’eau durant la solidification de la
gélose.

10.1.2. Les disques de diffusion d’antibiotiques

Un total de 11 disques imprégnés d’antibiotiques a été testé pour chaque isolat. Les agents
antimicrobiens testés (Bio-Rad) avec la quantité des produits actifs sont les suivants:

Ampicilline (10 pg), Vancomycine (30 pg), Gentamicine (10 pg), Erythromycine (15 pg),
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Tetracycline (30 pg), Ciprofloxacine (5 pg), Chloramphénicol (30 pg), Novobiocine (30
ug), Streptomycine (10 pg), Kanamycine (30 pg) et Rifampicine (5 pg).

10.1.3. Témoin d’opacité équivalent au standard 0,5 de Mcfarland
Les standards de McFarland servent comme références de turbidité pour préparer des
suspensions standardisées de microorganismes. Le standard 0,5 de McFarland est
notamment utilis€¢ lors de la préparation de I'inoculum bactérien pour les tests de
sensibilité aux agents antimicrobiens. Il sert & avoir une estimation grossiere du nombre
de bactéries dans une suspension bactérienne de turbidité équivalant & environ 1 a 2. 108
UFC / mL. Un inoculum plus dense engendre des diamétres plus petits et inversement. 11
est recommandé de mesurer I’absorbance a ’aide d’un densimat Biomérieux puis de
diluer au 1/10°™ la solution mére pour ajuster I’inoculum. Cet appareil doit étre calibré
contre un étalon de la gamme de McFarland selon les recommandations du fabricant. Il
est également possible de comparer a I’oeil nu la turbidité de la suspension bactérienne a
celle de 1’étalon 0,5 de la gamme de McFarland. Dans ce cas, il faut vortexer 1’étalon de
turbidité avant usage.

Le standard est préparé par 1’ajout d'acide sulfurique a une solution aqueuse de chlorure
de baryum a 0,5 %, ce qui entraine la formation d'un précipité de sulfate de baryum en
suspension.

Pour 100 mL de la solution standard, 99,5 mL d'acide sulfurique 0,18 M sont mélangés
avec 0,5 ml de chlorure de baryum 0,048 M. Cette solution est ensuite stockée a
l'obscurité.

10.2. Principe de ’antibiogramme : Méthode des disques

Le principe de I’antibiogramme consiste a placer la culture bactérienne sur milieu MH en
présence du ou des antibiotiques et a observer les conséquences sur le développement et
la survie de celle-ci. Il existe trois types d'interprétation selon le diamétre de la zone
d’inhibition entourant le disque d'antibiotique : bactérie Résistante, Intermédiaire ou
Sensible.

10.3. Méthodologie

10.3.1. Préparation de ’inoculum
Apres décongélation et repiquage des souches sur BHI-YE agar, quelques colonies bien
i1solées sont émulsionnées dans une solution saline a 9 g/ de NaCl.

La turbidité de la suspension bactérienne est ajustée a celle du standard 0,5 de McFarland

par ajout d’une solution saline a 9 g/L de NaCl.
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10.3.2. Ensemencement et application des disques de diffusion
Le milieu MH est ensemencé par écouvillonnage sur toute la surface de la gélose stérile.
Le procédé est répété deux fois de plus, avec une rotation de la boite de Pétri d'environ
60° a chaque fois afin d'assurer une distribution uniforme de I'inoculum. Enfin, les disques
d'antibiotiques sont distribués sur la gélose MH inoculée. Chaque disque doit étre
légerement enfoncé pour assurer un contact complet avec la surface. Les disques doivent
étre répartis de manicre uniforme en laissant au moins 24 mm entre les centres des disques
voisins, de sorte que les zones d’inhibition ne se chevauchent pas. Les boites sont séchées
a température ambiante pendant 30 min pour la pré-diffusion puis incubées a 37°C
pendant 18 a 24 h, couvercle renversé, afin d’éviter que I’eau de condensation ne tombe
dans la boite et ne contamine et/ou ne dilue les disques imprégnés. Un contrdle négatif
sans antibiotique et un contrdle positif avec les souches de référence susmentionnées, sont
réalisés et incubés dans les mémes conditions.

10.3.3. Lecture et critéres d’interprétation

Aprés 16 a 18 h d'incubation, les géloses sont examinées. Si la plaque était
convenablement striée, les zones d'inhibition résultantes apparaissent uniformément
circulaires. Les diameétres des zones d'inhibition sont mesurés devant un fond noir avec
suffisamment d'éclairage. Ces mesures (en mm) sont ensuite reportées aux diametres
critiques définis par Bauer et al. (1966) et traduites en bactéries Résistantes,
Intermédiaires ou Sensibles vis a vis de I’antibiotique test¢ (Tableau 17).

Tableau 17: Molécules d’antibiotiques, diametres critiques et lecture interprétative pour
I’antibiogramme des bactéries du groupe B. cereus.

Diamétre critique (mm)

Antibiotique Charge du Résistante (R))  Intermédiaire Sensible (S)
disque (ng) (1))
Ampicilline 10 <11 12-13 >14
Chloramphénicol 30 <12 13-17 >18
Erytromycine 15 <13 14-17 >18
Gentamycine 10 <12 13-14 >15
Kanamycine 30 <13 14-17 >18
Streptomycin 10 <11 12-14 >15
Tetracycline 30 <14 15-18 >19
Novobiocine 30 <17 18-21 >22
Rifampicine 5 <16 17-19 >20
Ciprofloxacine 5 <15 16-20 >21
Vancomycine 30 <9 10-11 >12
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11.Techniques de manipulation des bactériophages
11.1. Isolement des bactériophages

11.1.1. Sources de prélevement

Le prélevement était réalisé en Mai 2016 au niveau de la station expérimentale de Saint
Symphorien pour la production alimentaire de porcs, volailles et lapins (Sourche, France)
et la station d’épuration de Cleunay (Rennes, France).

Un total de 50 échantillons contenant des effluents liés a I’activité d’élevage (23), du lisier
(7), des déchets fécaux (11), des eaux de lavage (5) et des échantillons de sol (4) sont
prélevés a la station expérimentale de Saint Symphorien. Les échantillons sont regroupés
en 2 échantillons pools (P1 et P2). Chaque pool est composé de 25 échantillons. Le
premier pool (P1) comprenait 15 échantillons d’effluents d’¢levage (bassins de
décantation (7), effluents de porcs (5) et effluents de volailles (3)), 6 échantillons de
déchets fécaux et 4 échantillons de sol. Le deuxiéme pool (P2) contenait 8 échantillons
d’effluents d’¢levage (effluents de lapins (3) et bassins de décantation (5)), 7 échantillons
de lisier, 5 échantillons de déchets fécaux et 5 échantillons d'eaux de lavage. Au niveau
de la station d’épuration de Cleunay, deux prélevements sont réalisés a partir des eaux
usées non traitées (P3) et des eaux traitées (P4).

11.1.2. Phase d'enrichissement

La collection de 174 isolats du groupe B. cereus est utilisée pour multiplier les
bactériophages dans chaque échantillon pool (P1-P4), de la maniére suivante : apres
incubation de chaque isolat du groupe B. cereus dans un bouillon BHI-YE pendant 5 h a
30°C, 500 pL de chaque culture sont mélangés et ajoutés a 500 mL de bouillon BHI-YE
pour constituerle bouillon de culture hote. Aprés 3 h de contact, 10 mL de chaque
¢chantillon pool (P1-P4) sont ajoutés séparément au bouillon de culture hote. Apres
incubation a 30°C pendant 24 h, le surnageant de culture est récolté par centrifugation a
10000 g pendant 20 min, et stérilisé par filtration a travers un filtre de 0,22 pm (Starstedt).
Les filtrats ainsi obtenus sont conservés a 4°C.

11.1.3. Isolement et propagation des phages

Les bactériophages infectant le groupe B. cereus sont isolés a l'aide de la technique de
spot test (Giuseppe et al., 2018), avec de 1égéres modifications. Brievement, 5 mL de
BHI-YE additionés de gélose molle a 8 g/L maintenue en surfusion a 48°C sont inoculés
avec 100 uL de chaque culture bactérienne. Le mélange est coulé a la surface d’une boite

de gélose BHI-YE (15 g/L) solidifiée. Une fois la gélose molle durcie, 10 pL de
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suspension enrichie de chaque échantillon pool (P1- P4) sont déposés sur chaque boite.
Apres 30 min a température ambiante, temps nécessaire pour le séchage des gouttes, les
boites sont incubées a 30°C pendant 18 a 24 h.

En cas de détection de phages (formation de plages de lyse), chaque plage de lyse est
prélevée a la pipette Pasteur stérile, puis transférée dans 3 mL de bouillon BHI-YE. Apres
incubation a 30°C pendant une nuit, la suspension des bactériophages est filtrée a travers
un filtre de 0,22 um (Starstedt). Les bactériophages présents dans le filtrat sont dénombrés
par la méthode des doubles couches (Adams, 1959; Lee et al., 2011; Shin et al., 2011;
Wommack et al., 2009).

Cette méthode consiste a mettre en contact 100 puL de la suspension de bactériophages
(solution mere ou solution obtenue apres dilutions décimales) et 200 pL de la souche
sensible a tester (en phase exponentielle). Apreés 15 min de contact, pour permettre aux
phages de se fixer aux cellules bactériennes, on ajoute a ce mélange 3 mL de gélose molle
(8 g/L d’agar) de BHI-YE maintenue en surfusion a 48°C. Le tout est étalé sur une boite
de BHI-YE gé¢losé et incubé pendant 24 h a 30°C. La présence d’un spot clair indique une
activité lytique. Les plages de lyse ainsi formées sont dénombrées. Les résultats sont
exprimés en unités formant de plages de lyse / mL (UFP/mL). Cette technique est répétée
au moins trois fois pour confirmer les résultats obtenus. Soixante-deux bactériophages,
de provenance et/ou de morphologie de plages de lyse différentes, sont sélectionnés.
11.2. Etude du spectre d’hote des bactériophages

Des analyses des spectres lytiques de ces 62 bactériophages sont réalisées contre les 174
souches du groupe B. cereus de la collection, afin de sélectionner les phages a spectre
large.

Le spectre d’hdte de chaque bactériophage est déterminé par la technique des spots (Lee
et al., 2011). Pour cela, 1 mL d’une culture en phase exponentielle de croissance est
réparti sur un milieu gélos¢ BHI-YE. L’exces de liquide est enlevé et la boite est séchée
a température ambiante pendant 30 a 60 min. Dix microlitres de la suspension de
bactériophages sont déposés a la surface de chaque boite. Ces boites sont incubées a 30
°C sur la nuit. L'efficacité lytique de chaque bactériophage sur la souche testée a été
confirmée par la formation de plages de lyse. Les plages de lyse sont classées comme
claires, modérément claires et troubles. En particulier, sept phages infectant des souches

du groupe B. cereus ont été sélectionnés pour avoir produit des plages de lyse claires
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contre un nombre maximal d'isolats du groupe B. cereus. Seuls ces 7 phages sont
impliqués dans la suite du travail.

11.3. Obtention d’une suspension concentrée de bactériophages

L'étape de concentration des phages est effectuée selon la méthode modifi¢e décrite par
Adams (1959) et Lee et al. (2011). A partir d’un dénombrement phagique en doubles
couches, la dilution donnant une lyse confluente est repérée. Une vingtaine de boites de
cette dilution est préparée. Apres incubation pendant 24 h a 30 °C, 5 mL du bouillon BHI-
YE sont ajoutés dans chaque boite et les doubles couches de gélose molle sont raclées,
rassemblées dans des tubes Falcon et gardées a 4 °C pendant 3-4 h afin de permettre au
phage de se disperser a partir du revétement. Par la suite, la suspension phagique est
centrifugée a 12000 g pendant 20 min afin d’isoler la gélose molle. Le surnageant est
filtré sur une membrane de 0,22 um et titré en doubles couches sur la souche sensible. La
concentration en phages varie de 10° a 10! UFP/mL. Ainsi préparés, les filtrats sont
conservés plusieurs mois a 4°C.

Afin d’obtenir un titre élevé de bactériophages (nécessaire pour I’extraction de I’ADN
phagique, pour I’observation microscopique ou pour 1’étude du profil protéique), un filtrat
phagique de grand volume (100 mL ou plus) a 10°-10'° UFP/mL est ultracentrifugé a
150000 g pendant 2 h a 20°C (Sorvall Discovery 90SE Ultracentrifugeuse ; T-865 Rotor)
de fagon a obtenir un culot de bactériophages. Le culot est repris doucement pendant une
nuit dans 300 pL de tampon TE (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA; pH 8). Finalement, le
titre du stock de phages est déterminé par la méthode des doubles couches avec la souche

sensible.
11.4. Caractérisation des bactériophages isolés
11.4.1. Observation des phages en microscope électronique a

Transmission (MET)

Les suspensions concentrées de bactériophages sont observées par contraste négatif. Pour
cela, 30 pL de la suspension phagique (avec un titre minimal de 10!! UFP/mL) sont
déposés sur une grille de cuivre de 200 meshes recouverte d'une couche de
Formvar/Carbone (Electron Microscopy Sciences, Hatfield PA, Etats-Unis) et laissés
pendant 1 min pour 1’adsorption. Par la suite, la grille est séchée contre du papier filtre
puis colorée a l'acétate d'uranyle aqueux a 2 % pendant 1 min. L'exceés de liquide est

¢liminé sur du papier filtre et la grille est laissée sécher a 1'air libre. Enfin, la grille est
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introduite dans le microscope électronique a transmission JEM-1400 (JEOL, Peabody,
USA) pour l'observation.

11.4.2. Etude du profil protéique des phages

Cette étude rend compte de la structure de I’enveloppe phagique car la capside, la queue
et la plaque basale la constituant sont essentiellement de nature protéique. Le principe de
cette ¢tude est basé sur une extraction des protéines phagiques par I’action du SDS et du
3-mercaptoéthanol, suivie d’une électrophorése sur gel de polyacrylamide en en
conditions dénaturantes (SDS-PAGE), ce qui permet la séparation des protéines suivant
leur poids moléculaire.
Un profil protéique est caractéristique d’un bactériophage donné. La mise en évidence de
protéines homologues permet de regrouper les bactériophages étudiés.

Comme le décrivent Geng et al. (2017), cette technique consiste tout d’abord a extraire
le protéines phagiques par chauffage a 100°C pendant 10 min d’une aliquote de
bactériophages (10° UFP/mL) dans un tampon dénaturant contenant 95 % (v/v) de tampon
Laemmli 2X (Bio-Rad) et 5 % (v/v) de - mercaptoéthanol (Sigma). Le chauffage permet
d’accélérer la réaction de coupure des ponts disulfure. Ensuite, cette aliquote est mise a
migrer sur un gel de polyacrylamide SDS a 4-20 % (Mini-PROTEAN TGX TM) (Bio-
Rad). L'¢lectrophorese est réalisée a 200 V pendant environ 30 a 40 min. Aprés migration
dans le gel, les protéines sont révélées par coloration au Bleu de Coomassie G250 Bio-
Safe (Bio-Rad) pendant 1 a 2 h. Le marqueur de masse moléculaire utilisé est le Precision
Plus Protein ™ unstained standards (Bio-Rad). La détermination de la masse moléculaire
de la protéine a été effectuée en utilisant les étalons non colorés Precision Plus Protein
TM (Bio-Rad).

11.4.3. Etude du profil de restriction de I’ADN phagique

11.4.3.1.  Extraction de ’ADN phagique

La méthode utilisée est décrite par Sambrook et Russell (2001). Un millilitre d’une
suspension a haut titre phagique (10'°-10'"" UFP/mL) est traitée avec de la DNase
(Invitrogéne, Thermo Fisher Scientific) pendant 30 min. Quarante microlitres de
protéinase K a 20 mg/mL (Qiagen, Hilden, Allemagne) sont ajoutés et le mélange est
incubé a 56°C pendant 30 min. La lyse des bactériophages est réalisée par ouverture de
la coque protéique, libérant ainsi le matériel génétique phagique. Ensuite, 100 uLL de SDS
a 10 % sont ajoutés et la solution est incubée a 65°C pendant 30 min. Pour éliminer les

protéines phagiques, le mélange est trait¢ avec 600 pL de phénol/chloroforme/alcool
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isoamylique (25/24/1). Apres avoir été vortexé pendant 10 s, le mélange était centrifugé
a 12000 g pendant 5 min a température ambiante. Les protéines se trouvant a I’interface
et dans la phase supérieure aqueuse sont ensuite récupérées et additionnées de 600 pL de
phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25/24/1). Aprés passage au vortex pendant 10 s,
le mélange est de nouveau centrifugé a température ambiante a 12000 g pendant 5 min.
Afin de concentrer I’ADN, la phase aqueuse est ensuite additionnée d’un dixiéme de
volume d’acétate de sodium 3 M (pH 4,8) et d’un volume d’éthanol pur. Apres
centrifugation 15 min a 14000 g, le culot d’ADN est lavé a température ambiante avec de
I’¢éthanol a 70 %, par centrifugation pendant 5 min a 14000 g afin d’¢éliminer les sels et
de permettre un séchage rapide. Le culot d’ADN phagique est alors repris dans 40-50 pL
d’eau milli-Q (Sigma).

La concentration (ng/uL) et la puret¢ de I’ADN phagique sont déterminées
respectivement a 260 nm et & 280 nm a ’aide d’un spectrophotomeétre (Nanodrop ND-
1000) (Nanodrop Technologies). La qualit¢ de I'ADN extrait est estimée apres

¢lectrophorese sur gel d'agarose a 1 % a 80 V pendant environ 90 min.
11.4.3.2.  Digestion de I’ADN phagique

Afin d’obtenir un profil optimal de restriction enzymatique de I’ADN phagique, il est
nécessaire de tester plusieurs enzymes de restriction. Ces profils permettent

e d’analyser la sensibilit¢ de I’ADN phagique aux enzymes de restriction ;

e de déterminer la taille de I’ADN des bactériophages ;

e de déterminer la carte de restriction de I’ADN phagique;

e de donner une idée de la similarité entre deux ADN phagiques.
Pour la digestion de I’ ADN des bactériophages isolés, I’action de 5 enzymes de restriction
sont testée : BamHI, EcoRI, HindIll, Hin6I et Taql (Promega). A 0,5 ng d’ADN dilué
dans 20 pL d’eau milli-Q a été ajouté 1/10 du volume final du tampon de digestion
spécifique de I’enzyme utilisée. Dix unités de I’enzyme sont alors additionnées. Le
mélange est incubé pendant 1 h a la température optimale de 1’enzyme. Apres digestion,
I’ADN est mis a migrer 2 h a 80 V sur un gel d’agarose a 0,8 % dans un tampon 1X TAE
(Promega). La taille des fragments d’ADN produits par la digestion est déterminée par
comparaison de leur distance de migration avec celle d’un marqueur dont on connait la

taille des fragments (SmartLadder 10 kb) (Eurogentec).
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12.Evaluation de ’effet anti-biofilm des bactériophages isolés

12.1. Préparation des coupons en inox

Comme on 1'a déja mentionné au paragraphe (7.1.), les coupons en inox de 2 mm
d'épaisseur et de 15 mm de diamétre (Bretagne Laser) sont soumis a un protocole de
nettoyage basé sur ’action d’un détergent alcalin fort de la gamme RBS 35 (Chemical
Products R) décrit par Jan et al. (2011), Aprées autoclavage, les coupons sont séchés sous
flux laminaire en conditions stériles et répartis dans des P24 a raison d’un coupon par
puits.

12.2. Traitement curatif sur des biofilms préformés (Post-traitement

phagique)

Une aliquote de 300 pL de chaque culture bactérienne en phase exponentielle de
croissance (108 UFC/mL) est prélevée et déposée dans ’un des puits de la P24 contenant
le coupon en inox. Les plaques sont incubées statiquement pendant 24, 48 et 72h a 30°C.
Apres la période d'incubation, les suspensions sont ¢liminées et les coupons conservés
dans les puits sont rincés avec une solution saline a 9 g/L de NaCl afin d'éliminer les
cellules non adhérentes. La méthodologie de Garcia et al (2017) et Karaca et al. (2015)
a ¢té adaptée et optimisée afin d'évaluer l'efficacité des bactériophages pour réduire le
biofilm préformé par des souches du groupe B. cereus. Pour cela, les échantillons de
biofilms déja formés sur les coupons sont traités avec 300 pL de la suspension phagique
appropriée a différents titres, allant de 10°> a 10® UFP/mL et incubés pendant 6 h a 30°C.
Pour chaque biofilm formé apres 24, 48 et 72 h d’incubation, les essais de traitement par
le bactériophage approprié, a ses différents titres, sont réalisé en triplicat. De plus, des
essais sont réalisés en triplicat avec des biofilms contrdle non traités par des suspensions
phagiques.

Aprés le traitement phagique, chaque puits est rincé 3 fois avec une solution saline a 9
g/L de NaCl et laissé sécher. Ensuite, chaque coupon est transféré dans un nouveau tube
contenant 5 mL d’une solution aqueuse de Tween 80 a 0,02 % (Thermo Fisher Scientific)
et cing billes de verre stériles (3 mm de diamétre). Les tubes sont vortexés pendant 1 min.
Pour séparer les phages résiduels, la suspension récupérée est centrifugée pendant 10 min
a 10000 g a 25°C. Le culot bactérien est repris dans 1 mL de tampon de TS et le
dénombrement des bactéries est effectué par microméthode de comptage sur plaque
(Baron et al., 2006). Les résultats expriment l'efficacité du traitement bactériophagique

pour la destruction du biofilm préformé par des bactéries du groupe B. cereus. Le
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pourcentage d'éradication du biofilm est calculé selon la formule utilisée par Karaca et
al. (2015) :
PK (%) = (1 —107LR) x 100

Ou
PK est le pourcentage de destruction,
LR est la réduction logarithmique, qui correspond a la différence entre le Logio de la
charge bactérienne dans un biofilm non traité et Logio de la charge bactérienne résiduelle
dans un biofilm traité.
12.3. Traitement préventif au cours de la formation du biofilm

(Traitement phagique)
Le protocole d'évaluation du potentiel inhibiteur des bactériophages sur la formation de
biofilms formé de bactéries du groupe B. cereus est adapté et optimisé a partir des travaux
de Karaca et al. (2015). Brievement, une aliquote de 300 pL de chaque culture
bactérienne en phase de croissance exponentielle (108 UFC/mL) et 300 pL de suspension
de phage a différents titres (10>-10% UFP/mL) sont déposées dans chaque puits contenant
un coupon en inoX. Le puits témoin n'est inoculé qu'avec une suspension bactérienne hote.
Les essais sont réalisés en triplicat. Apres incubation des plaques pendant 24, 48 et 72 h
a 30°C, les coupons subissent les meémes traitements (Ringage, 1’obtention de la
suspension bactérienne résiduelle aprés traitement phagique, dénombrement et

expression des résultats) susmentionnée dans le paragraphe précédente (12.2.).
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Résultats et Discussion Chapitre 1

1. Résultats

1.1. Isolement et identification des souches du groupe B. cereus

Une collection de 687 aliments a été analysée pour étudier la prévalence du groupe B.
cereus. Au total, la présence de B. cereus a été suspectée dans 191 échantillons d'aliments
(27,8%) par culture sur la gélose MYP, donnant lieu a la création d’une collection de 191
isolats dont I’appartenance au groupe B. cereus restait a confirmer. Les concentrations
bactériennes ¢taient inférieures a 3 log UFC/ g ou mL dans la plupart des aliments étudiés
(77,5%). Dans 15,7% des échantillons testés, la charge suspectée en B. cereus se situait
entre 3 et 4 log UFC/ g ou mL, alors que dans 6,8% des échantillons, les quantités
dépassaient 4 log UFC/ g ou mL. Les concentrations les plus élevées (supérieures a 4 log
UFC/ g ou mL) ont été observées dans 20% des 1égumes frais coupés, 11,1% des aliments
cuits, 10,7% des produits céréaliers et 9,7% des produits de patisserie (Tableau 18). La
technique de PCR ciblant la séquence du géne de la protéine structurale des spores (sspE),
spécifique au groupe B. cereus (Kim et al., 2005), a été mise en ceuvre afin de vérifier
I’appartenance de chaque isolat au groupe B. cereus. Ainsi, ce test s’est révélé positif pour
174 isolats (91,1%), allant de 67,7% des produits céréaliers pour la prévalence la plus
forte a 4,8% des produits laitiers pour la prévalence la plus faible. Afin de différencier les
souches psychrotrophes des souches mésophiles au sein du groupe, des tests PCR ciblant
des séquences signatures spécifiques ont été réalisés. La signature « cspA » n’a été
observée chez aucune souche de la collection. Une coexistence des deux séquences
signatures « 16S rDNA-1 m » et « 165 rDNA-2 p » portées par le géne codant pour I’ARNr
16S a été observée.

1.2. Affiliation phylogénétique des isolats

L’analyse de la séquence partielle du gene panC a montré que 106 isolats (60,9%), 51
isolats (29,3%), 13 isolats (7,5%) et 4 isolats (2,3%) ont été attribués aux groupes
phylogénétiques IIL, IV, II et V, respectivement (Tableau 19). Aucun des isolats n’est
affilié aux groupes VI et VII. La plupart des isolats appartenant au groupe III (groupe le
plus fréquemment identifi¢) provenaient d'échantillons cuits (aliments cuits, produits de

patisserie et produits a base de volaille cuits).
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Tableau 18 : Prévalence des bactéries du groupe B. cereus dans des échantillons
d’aliments collectés en Tunisie entre avril 2014 et avril 2015, analysés sur milieu MYP
(culture conventionnelle) et par la recherche de la signature spécifique au groupe B.
cereus (test PCR décrit par Kim et al. (2005)).

. - Nb (%) d’échantillons contaminés par des Nb (%) d’échantillons
Echantillons d’aliments (Nb. bactéries présumées appartenir au groupe B. . -
. . . s, contaminés par des bactéries
total d’échantillons) cereus et concentration bactérienne associée
du groupe B. cereus
<3 log 3-4 log >4 log
ufc/goumL  ufc/gou mL  ufc/g ou mL Culture Test PCR
conventionnelle
Aliments cuits (103) 33(73,3) 7 (15,6) 5(11,1) 45 (43,7) 42 (40,8)
Légumes frais coupés (99) 4 (80,0) 0 (0,0) 1 (20,0) 5(5,0) 5(5,0)
Produits de patisserie (80) 33 (80,4) 4(9,7) 49,7 41 (51,3) 37 (46,3)
Produits laitiers (84) 5(100) 0 (0,0) 0 (0,0) 5(5,9) 4 (4,8)
Epices (59) 17 (89,5) 2 (10,5) 0 (0,0) 19 (32,2) 17 (28,9)
Produits en conserve (54) 10 (100) 0(0,0) 0(0,0) 10 (18,5) 9(16,7)
Produits céréaliers (34) 16 (57,2) 9(32,1) 3(10,7) 28 (82,4) 23 (67,7)
Viande de volaille crue (85) 6 (75) 2 (25) 0 (0,0) 8(9,4) 8(9,4)
Viande de volaille cuite (55) 15 (83,3) 3(16,7) 0(0,0) 18 (32,7) 18 (32,7)
Produits de la mer (34) 9 (75) 3(25) 0(0,0) 12 (35,3) 11 (32,4)
Total (687) 148 (77,5) 30 (15,7) 13 (6,8) 191 (27,8) 174 (5,3)

Tableau 19 : Classification phylogénétique des isolats du groupe B. cereus isolés
d’aliments collectés en Tunisie entre avril 2014 et avril 2015, selon Guinebretiére et al.
(2008, 2010).

Echantillons Nombre d’isolats Groupe phylogénétique
d’aliments du groupe B. cereus 11 111 10% \4
Aliments cuits 42 4 28 9 1
Légumes frais coupés 5 1 2 2 0
Produits de patisserie 37 1 20 16 0
Produits laitiers 4 0 4 0 0
Epices 17 2 6 9 0
Produits en conserve 9 0 8 1 0
Produits céréaliers 23 3 11 8 1
Viande de volaille crue 8 2 6 0 0
Viande de volaille cuite 18 0 12 6 0
Produits de la mer 11 0 9 0 2
Total 174 13 106 51 4
(100%) (7,5%) (60,9%) (29,3%) (2,3%)
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1.3. Typage moléculaire des isolats

Le typage moléculaire des souches du groupe B. cereus isolées a partir d'aliments a été
réalisé par la PFGE. Le seuil de similarité étant fixé a 80%, un polymorphisme
remarquable a été observé dans la collection (Figure 11). L’analyse des profils PFGE
obtenus apres digestion par Smal de I'ADN génomique des 174 isolats du groupe B.
cereus, a mis en évidence que 58 isolats ont été répartis en 27 groupes différents (de PF1
a PF27) (Tableau 20), tandis que les 116 isolats restants ont ét¢ distincts I'un de l'autre.
(Figure 11).

Parmi les 27 « grappes » obtenues, 12 (PF2, PF4, PF7 a PF9, PF13, PF18, PF19, PF22 a
PF24 et PF26) sont associées, pour chacune, a un type d’échantillon spécifique et a un
groupe phylogénétique défini. A l'inverse, pour les 15 « grappes » restantes, les isolats a
I’intérieur de chaque « grappe » ne proviennent pas tous du méme type d'échantillon et/ou
du méme groupe phylogénétique. La technique de typage ERIC-PCR a montré, en
utilisant un seuil de similarité de 80%, que 38 profils (de ER1 a ER38) ont été générés
contre 61 isolats non classés (Figure 12). Toutefois, la distribution des isolats en grappes
est indépendante de l'origine de 1'échantillon et du groupe phylogénétique. Cette étude
révele que pour les isolats appartenant aux groupes ER6- PF24; ER13-PF18; ER26- PF27
et ER34 - PF13 les profils de typage sont concordants entre ERIC-PCR et PFGE (Tableau
20). Des résultats de typage divergents ont €té observés pour le reste des isolats. En effet,
la majorité des « grappes » montrant des profils ERIC identiques affiche au moins une
souche présentant un profil PFGE différent (ER2 (1) - PF16; ER12- PF2; ER14- PF17;
ER16-PF8; ER18- PF19; ER27- PF22; ER9-PF 23; ER36-PF26; ER1; ER7; ER8; ER10;
ER11; ER15; ER35; ER37; ER38; ER3 a ERS, ER19 a ER25 et ER28 a ER33).
Inversement, certaines souches caractérisées par des profils ERIC-PCR différents
présentent des profils PFGE identiques (PF1, PF3 a PF7, PF9 a PF12, PF14 a PF15 et
PF20).

1.4. Evaluation du pouvoir d’adhésion des isolats

L’adhésion des 174 isolats du groupe B. cereus a été étudiée pour chaque état
physiologique, sous forme sporulée et sous forme végétative et a des taux d’inoculum de
I’ordre de 6 log UFC/mL d’eau physiologique. Les résultats sont exprimés en nombre de
cellules adhérées par unité de surface (log UFC/cm?), aprés 2 h de contact avec des
coupons en inox. On note que les capacités d’adhésion sont variables. Les valeurs

enregistrées sont comprises entre 1,7 et 5,4 log UFC/cm? pour les cellules végétatives et
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entre 2,4 et 5,9 log UFC/cm? pour les spores (Figure 13). La majorité des souches (73%
de la collection) présente un taux d’adhésion des spores plus important que celui des
cellules végétatives. Pour 10,9% des souches, les spores et les cellules végétatives
montrent le méme pouvoir d’adhésion. Tandis que pour 16,1% des souches, les cellules

végétatives montrent une adhésion plus importante que celle des spores.

6 o
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M Cellules végétatives [l Spores

Figure 13: Etude du pouvoir d’adhésion des spores et des cellules végétatives de 174
isolats du groupe B. cereus sur des coupons en inox.
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Figure 11: Dendrogramme de PFGE montrant les relations entre les isolats du group
cereus provenant d’aliments collectés en Tunisie entre avril 2014 et avril 2015.
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cereus provenant d’aliments collectés en Tunisie entre avril 2014 et avril 2015.
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Tableau 20: Relations entre les profils ERIC-PCR et PFGE des isolats du groupe B.

cereus provenant d’aliments collectés en Tunisie entre avril 2014 et avril 2015.

Clusters

Isolats Profils ERIC-PCR "

Profils PFGE '

ER1

538013)
53807)

)

ER2

ER2(1) 5603
5655

ER2(2) 566213
56627)

ER3

4785
5664

ER4

4927 6C
4927 pC

ERS

430913)
43098)

ER6

3940 PC
3940GC

ER7

2787
2788

ERS

(28
3!

ER9

£16
P119)
P18l
P27)
P213)
£19
£2

£7
£10

ER10

2
@25pC
(18rC
Q1
(20
(26

)
§
§
S
)
S
)
S
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§
S
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§
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§
§
S
§
§

O O O O O OO0 O O O O »»n n »n OI0 OO0 O|lv »n| O OI0 Ol Olvy »n »n»n »»n|loO O

YEn se¢ basant sur le dendogramme PFGE

illustré a la Figure 11

¢En se Basant sur le dendogramme ERIC-

PCR illustré a la Figure 12

ER : cluster ERIC-PCR ; PF : cluster
PFGE ; S : similaire ; D : Différent

Tableau 20 (Suite 1)

Clusters

Isolats

Profils ERIC-PCR "

Profils PFGE '

Q7
(186GC
(14
(17

ER11

3988 GC
4000

ER12

4855
4931
3928 GC
3928 PC

ER13

4920GC
4920PC

W |l v | |l v

v Nl v O OO Ol O O O

ER14

4788
4830
4851

ER15

3942 PC
3942 GC

ER16

4084
an
3938 GC
3938 PC

ER17

159
160
4006
4314
4315
4316

ER18

4007
4044
3949
399

ER19

P313)
P37)
4086

ER20

295713)
3201

ER21

168
3051

ER22

5600
5655
5728
3997

ER23

875
3041
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Tableau 20 (Suite 2)
Clusters Isolats Profils ERIC-PCR* Profils PFGE
2874 S D
ER24 4167 3 D
un 3 ]
ER25 2873 § D
2876 N D
ER26 4253 GC S S
4253 PC S S
4220 S S
ER27 4068 13) § 5
4068 7) S S
2981 S D
ER28 4160 S D
4593 § ]
ER29 2900 S D
2956 ) ]
ER30 2892 ) D
3047 S D
329 ) D
ER31 3199 S D
3988 PC S D
ER32 m S D
3297 S D
ER33 499 S ]
5456 S D
ER34 SF2GC S S
SRGC S S
ER3S 2975 S D
2976 ) D
ER36 21 ) S
28 S S
478 S D
ER37 P7 5 D
SF1PC S ]
ER38 2883 S D
2884 S D
PF1 2789 D S
an ] S
PF2 3928 GC S S
3928 PC S S
PR3 842 D §
C18PC D ]
PF4 C13 D 5
SF16C D S
PFS 5674 D §

Tableau 20 (Suite 3)
Clusters Isolats Profils ERIC-PCR Profils PFGE '
(w)] D §
[ 3042 ) §
(256¢ ) 5
PF7 3607 D §
4478 D §
PF8 3938 GC S S
3938 P 5 5
PFY 4663 ) §
4664 ] §
PF10 mn D §
2976 D §
PF1 3988 GC ) 5
3988 PC D 5
PF12 2788 D §
2875 ) §
PF13 SF2GC § §
$RGC 5 §
PF14 2874 D §
2876 D §
PFIS 5600 ) 5
€0US 6 ) 5
PF16 5603 5 §
5655 5 5
PF17 4788 § §
1830 5 5
PFI8 49206 § §
49209¢ 5 §
PF19 4007 § §
4044 5 §
PF20 2884 D §
2885 D 5
PF21 5662 13) § S
56627) 5 5
§F2PC ) 5
PF2 4068 13) S §
4068 7) 5 §
PF23 P119) § §
P27 § S
D18l < <
PR26 n § §
8 § §
PR 4253 C § §
4253 GC § §
00 § §
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2. Discussion

Cent-quatre-vingt-onze ¢échantillons parmi les 687 analysés ont ét¢ identifiés comme
pouvant étre contaminés par des bactéries du groupe B. cereus, soit un taux moyen de
contamination de 27,8%. Le taux de contamination des échantillons varie en fonction du
produit alimentaire analysé ; il passe de 5% dans les échantillons de 1égumes frais coupés
a 82,4% dans les échantillons de produits céréaliers (Tableau 18). La qualité
microbiologique des aliments analysés a pu €tre estimée grace aux résultats des

dénombrements (Tableau 18).

= Niveau de contamination dans les aliments

Selon les données de Public Health England (PHE) (2009), 1’échantillon est de qualité

microbiologique satisfaisante ou acceptable si la charge moyenne en groupe B. cereus est
inférieure a 3 log UFC/mL ou g. Cependant, des doses aussi faibles que 3 log UFC/mL
ou g dans l'échantillon alimentaire peuvent suffire a provoquer une intoxication
alimentaire (Stenfors Arnesen et al., 2008; Gilbert et Kramer, 1986). En fonction des
conditions de manipulation et de stockage des aliments et/ou de nettoyage des
équipements, la charge bactérienne peut rapidement augmenter et atteindre un niveau
dangereux pour la consommation (jusqu'a 4 log UFC/ g ou mL). L’estimation du risque
differe cependant d’une directive a I’autre : la dose de bactéries du groupe B. cereus est
considérée comme dangereuse pour le consommateur lorsqu’elle est supérieure a 5 log
UFC/mL ou g, selon les directives britanniques [PHE] (2009) et lorsqu’elle est supérieure
a 4 log UFC/mL ou g selon la Food Standards Australia Nouvelle-Zélande [FSANZ]
(2001). Ainsi, il est considéré qu’un aliment est de qualité insatisfaisante ou inacceptable,
donc qu’il présente un risque pour la sant¢ humaine, lorsque sa contamination est
comprise entre 3 et 4 log UFC/mL ou g [FSANZ] (2001).

Enfin, la qualité microbiologique est qualifiée d’insatisfaisante ou inacceptable, avec un
risque ¢levé pour la santé humaine, pour une contamination d’au moins 4 log UFC/mL
ou g. Notre étude montre que dans 77,5% des échantillons testés, les concentrations sont
inférieures a 3 log UFC/mL ou g, donc conformes si I’on se référe au directives
britanniques [PHE] (2009). Cependant, 6,8% des ¢échantillons montrent une
contamination supérieure a 4 log UFC/mL ou g. Ils présentent donc un danger pour la
consommation humaine si I’on se réfeére aux directives néo-zélandaises et australiennes

[FSANZ] (2001)). La forte occurrence des bactéries du groupe B. cereus dans les 1égumes
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frais coupés, les aliments cuits et les produits de patisserie a déja été rapportée par
Rosenquist et al. (2005). En effet, ces auteurs ont montré que ce type de contamination
concernait les concombres et les tomates fraiches, les produits traités thermiquement, la
créme patissiere et les desserts. Le niveau élevé de contamination des aliments
transformés peut résulter de la contamination des matieres premicres et de la résistance
subséquente des spores aux processus thermiques ou aux autres procédés de fabrication.
Un refroidissement lent et un stockage prolongé a température ambiante permettent aux
spores de germer et aux cellules végétatives issues de la germination, de se développer
(Ankolekar et al., 2009; Borch et Arinder, 2002). Les biofilms formés de bactéries du
groupe B. cereus, présents a la surface des installations industrielles et des réservoirs de
stockage peuvent étre une source de contamination des aliments en cours de traitement
(Faille et al., 2014). Dans les produits céréaliers, les doses infectieuses sont considérées
comme étant comprises entre 1,5 et 3,4 log UFC / g (Lee et al., 2009). Dans ce type
d’aliments, les spores du groupe B. cereus ont la capacité de survivre et de résister a des
températures assez ¢levées (Claus et Berkeley, 1986), y compris au cours du
conditionnement (Vaisénen et al., 1991). Le niveau de contamination des produits de la
mer que nous avons mis en évidence est en accord avec celui rapporté par Rahmati et
Labbe (2008), a savoir une concentration comprise entre 1,6 et 3 log UFC/g. Tous les
¢chantillons de conserves et de produits laitiers contaminés par le groupe B. cereus ont
été jugés de qualité satisfaisante, leur taux de contamination étant inférieur a 3 log
UFC/mL ou g. Cependant, une étude menée en Inde a révélé des taux de contamination
beaucoup plus élevés, a savoir plus de 5 log UFC/g de bactéries du groupe B. cereus dans
10% des produits laitiers analysés (Bedi et al., 2005). Nos données montrent que le niveau
de contamination est inférieur a 3 log UFC/mL ou g pour la plupart des échantillons
d'épices analysés (89,5%). Seuls deux échantillons (10,5%) présentent des taux de
contamination compris entre 3 et 4 log UFC/g. Des résultats ont été rapportés en Turquie,
montrant des taux de contamination similaires dans les épices (Aksu et al., 2000).
Cependant, kneifel et al. (1994) ont montré que les bactéries du groupe B. cereus
pouvaient atteindre une concentration de 5 log UFC/g dans certaines épices provenant
d’Autriche. Par conséquent, 1'utilisation de telles épices dans les aliments peut présenter
un risque en cas de traitement thermique inadéquat. Les taux de contamination par les
bactéries du groupe B. cereus dans respectivement, 75% et 83,3% des échantillons de
volaille crue et cuite, se sont avérés étre inférieurs a 3 log UFC/g. Ces niveaux sont

proches de ceux publiés par Rao et al. (2012) pour des aliments a base de viande de
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volaille (environ 3,4 log UFC/g). La présence de bactéries du groupe B. cereus dans la
viande de poulet crue peut étre due a une contamination lors de 1'abattage de 1’animal
et/ou de la livraison, du transport et du stockage de la viande. Ces bactéries ont pu aussi
étre véhiculées par les additifs alimentaires ajoutés a la viande de volaille au cours de sa
cuisson (Floristean et al., 2007). Il peut aussi s’agir de contaminants véhiculés par les
manipulateurs, les ustensiles de cuisine ou l'environnement (contaminations croisées).
Des températures inadéquates de cuisson ou de stockage de la volaille crue peuvent
¢galement faciliter la croissance bactérienne (Floristean et al., 2007).

Parmi les 191 isolats présomptifs du groupe B. cereus, 174 (91,1%) ont été confirmés
comme appartenant bien a ce groupe bactérien, sur la base de 1’amplification d’un
fragment de 71 pb du géne sspE spécifique au groupe (Tableau 18). Toutes les colonies
présumées du groupe B. cereus isolées a partir de légumes frais coupés, de viande de
volaille crue et cuite ont été bien confirmés appartenir au groupe B. cereus appartiennent
bien au groupe B. cereus. Pour tous les autres aliments testés, au moins un échantillon de
chaque type s’est avéré ne pas appartenir au groupe alors que la colonie avait 1’aspect
escompté sur le milieu MYP. Par conséquent, ces résultats indiquent que la sensibilité de
la méthode de culture conventionnelle n'est pas suffisamment performante pour détecter

les bactéries du groupe B. cereus.

=  Prévalence dans les aliments

La prévalence bactérienne élevée dans les échantillons de céréales testés (67,7%) est
comparable a celle obtenue par Lee et al. (2009) (76% des céréales analysées). La
prévalence des bactéries du groupe B. cereus dans les produits laitiers et dans les 1égumes
frais coupés (respectivement 4%, 8% et 5%) est inférieure a celle rapportée dans d'autres
¢tudes (Merzougui et al., 2014; Samapundo et al., 2011b). En effet, Samapundo et al.
(2011) montrent que 30 a 40% des échantillons de 1égumes frais coupés sont contaminés.
Merzougui et al. (2014) montrent que 40% des produits laitiers le sont aussi. Ces
différences pourraient étre attribuées aux pratiques du fabricant et aux conditions de
stockage des produits (Tewari et Abdullah, 2015). La prévalence observée dans la
viande de volaille crue (9,4% des échantillons) et cuite (32,7%) des échantillons est en
accord avec celle rapportée dans les études de Floristean et al. (2007) et d'Aklilu et al.
(2016). Ces auteurs montrent en effet que la prévalence est plus élevée pour les volailles
cuites que pour les volailles crues. Les résultats rapportés pour les épices et les produits

de la mer sont trés variables. Les échantillons d’épices analysées par Merzougui et al.
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(2014) et Kneifel et al. (1994) sont positifs pour 32,8% et 49,37%, des aliments analysés
par ces auteurs, respectivement. En revanche, Shah et al. (1996) ont signalé¢ une
occurrence plus faible en Inde avec seulement 20% des échantillons d'épices contaminés.
Concernant les produits de la mer, la prévalence est proche de celle publi¢e par Das et al.
(2009) (36,7%) mais plus forte que celle rapportée par Rahmati et Labbe (2008)
(17,9%). Des bactéries du groupe B. cereus ont également été identifiées dans 46,3% des
produits de patisserie, 40,8% des échantillons d'aliments cuits et 16,7% des produits en
conserve. Nos résultats sont en accord avec ceux présentés dans d’autres études ou le
groupe B. cereus a été trouvé dans des aliments traités thermiquement tels que les sauces,
les soupes, les pates et le riz cuit (Rosenquist et al., 2005; Wijnands et al., 2006) et dans

les produits en conserve (Oranusi et al., 2012).

= Recherche de la signature spécifique au groupe B. cereus

Afin de différencier les souches psychrotrophes des souches mésophiles du groupe B.
cereus, des tests PCR ciblant des séquences signatures spécifiques ont été réalisés.
L’amplification d’une région du geéne codant ’ARNr 16S permet de distinguer les
souches mésophiles des souches psychrotrophes. Il existe en effet une signature
spécifique a chaque groupe thermique, a savoir la signature « /6S rDNA-1 m » pour les
mésophiles et la signature « 16S rDNA-2 p » pour les psychrotrophes (Von Stetten et al.,
1998). L’amplification de la séquence signature au niveau du gene cspA, codant une
protéine majeure de choc de froid, permet de différencier les deux groupes thermiques
car cette signature n’existe que chez les souches psychrotrophes qualifiés de « purs ».
Aucune souche de notre collection ne présente cette signature, excluant la présence de
psychrotrophes « purs ». Cependant, la coexistence des deux séquences signatures
portées par le geéne codant pour ’ARNr 16S démontre la nature psychrotrophe
« intermédiaire » de ces souches (Von Stetten et al., 1999). Ces derniéres expriment un
phénotype mésophile ou psychrotrophe selon les conditions climatiques auxquelles elles

sont exposees.

=  Affiliation phylogénétique des isolats

D’aprés Guinebretiére et al. (2008), les groupes phylogénétiques II et VI sont
psychrotrophes, les groupes III, IV et VII sont mésophiles et le groupe V a un
comportement intermédiaire. Le groupe III présente le risque le plus élevé, a I’origine de

toxi-infections alimentaires. Les groupes VII, IV et II présentent un risque modéré ; le
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groupe V, un risque plus faible et le groupe VI, un risque tres faible. Dans notre étude, le
groupe phylogénétique III est le plus représenté (60,9% des échantillons) (Tableau 19).
La forte prévalence d'isolats appartenant au groupe III pourrait étre associée a la
transformation d'aliments cuits, souvent a des températures abusives et / ou a leur
stockage prolongé a trop forte température (Cadel Six et al., 2012). Les caracteres
culturaux propres aux bactéries du groupe III, dont la thermorésistance des spores et leur
capacité de germer et de croitre a des températures allant de 15 a 45°C sont favorables a
leur sélection dans ce type d’aliments (Carlin et al., 2010). Ce groupe phylogénétique
est I'un des plus cytotoxiques et est donc susceptible de présenter un risque potentiel pour
les consommateurs (Guinebretiere et al., 2010). Au total, 29,3% des isolats ont été
affectés au groupe IV, représentant un risque ¢levé d'intoxication alimentaire
(Guinebretiéere et al., 2010). La moindre occurrence du groupe IV par rapport au groupe
I peut s'expliquer par le fait que les souches appartenant au groupe IV sont plus sensibles
aux traitements thermiques que celles appartenant au groupe III (Afchain et al., 2008;
Carlin et al., 2010). Treize isolats (7,5%) ont été associés au groupe phylogénétique
psychrotrophe II, tandis qu’aucune souche n’a été classée dans le groupe phylogénétique
VI, considéré comme étant le groupe des psychrotrophes « purs », possédant la signature
de la psychrotrophie sur le géne cspA. On peut supposer que c’est en raison de la
sensibilité thermique plus €élevée des spores de bactéries psychrotrophes a des traitements
thermiques séveres. Les isolats appartenant au groupe V (2,3%), décrits comme ayant une
plage de température de croissance a intermédiaire, se sont avérés étre rares dans la
collection, probablement en raison de leur faible prévalence dans les maticres premicres
et les ingrédients (Afchain et al., 2008). Chaque type d’échantillon d’aliments est
susceptible d’étre contaminé par un mélange de souches du groupe B. cereus pouvant
appartenir a divers groupes phylogénétiques (Tableau 19). Par conséquent, chaque étape
d'une chaine de transformation, comprenant la cuisson, le mélange et 1'ajout d'ingrédients,
pourrait présenter un risque de contamination du produit alimentaire (Afchain et al.,
2008). Le stockage a des températures réfrigérées peut aussi représenter un risque
supplémentaire puisque les souches psychrotrophes du groupe B. cereus qui ont résisté
aux traitements thermiques peuvent croitre a basse température (Afchain et al., 2008;

Guinebretiére et al., 2008).
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= Typage des isolats

Le typage moléculaire utilisant les techniques ERIC-PCR et PFGE a permis d’étudier la
biodiversité de notre collection d’isolats du groupe B. cereus issus d’aliments tunisiens.
L'application de ces deux techniques a permis de discriminer 143 et 99 profils sur un total
de 174 souches testées par PFGE et ERIC-PCR, respectivement. La distribution des
isolats dans les clusters n’est pas corrélée au type d'aliment dont ils sont issus et/ou au
groupe phylogénétique. Ceci pourrait suggérer que la contamination des aliments par les
bactéries du groupe B. cereus est due a d’autres sources telles que les matieres premicres
et/ou les équipements de transformation (Altayar et Sutherland, 2006; Andersson et
al., 1995). Nous avons montré que la majorité des clusters ayant des profils ERIC-PCR
identiques contenaient au moins une souche présentant un profil PFGE différent. Ces
résultats sont en accord avec ceux présentés dans les études antérieures, notamment ceux
d’une étude portant sur la caractérisation génétique de Salmonella (Fendri et al., 2013)
et une autre analysant les bactéries du groupe B. cereus (Merzougui et al., 2013a) et
soulignant le pouvoir discriminant ¢levé de la PFGE par comparaison a I’ERIC-PCR.
Cependant, ’ERIC-PCR apparait plus discriminante que la PFGE quand les isolats
présentant différents profils ERIC-PCR montrent des profils PFGE identiques. Ces deux
méthodes de typage fournissent ainsi chacune une mesure spécifique de la diversité
génétique, comme I’indiquent Kidd et al. (2011). En effet, ’ERIC-PCR fournit un profil
de fragments d'ADN sous la dépendance des localisations génomiques de séquences
répétitives spécifiques, tandis que la PFGE révele des polymorphismes dans les
localisations génomiques de sites de restriction (Smal pour notre étude). Ces deux
méthodes sont complémentaires et permettent de mettre en exergue la diversité
importante des isolats de la collection bactérienne issue de produits alimentaires tunisiens.
Plusieurs études soulignent que la technique de MLST posséde un pouvoir discriminant
supérieur a celui de la PFGE (Ehling-Schulz et Messelhiusser, 2013; Harbottle et al.,
2006; Revazishvili et al., 2004). Cependant, les variations génétiques, telles que des
mutations dans les sept génes analysés par MLST, ne sont pas suffisamment fréquentes
pour engendrer une signature au niveau de discrimination suffisant (Agren et al., 2017).
En effet, il est possible que des substitutions, des insertions ou des délétions de
nucléotides soient localisées en dehors des sept loci analysés (Noller et al., 2003). La
PFGE et ’ERIC-PCR ont quant a elles 1'avantage d’analyser, de manicre aléatoire, le
génome entier, alors méme que la MLST n’analyse que les nucléotides des genes cibles.

De plus, le séquencage des sept génes, pour chacune des souches, et 'analyse subséquente
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des données, font de la MLST une technique laborieuse et coliteuse, ce qui limite son
application, en dehors des études a haut débit (Ehling-Schulz et Messelhiusser, 2013).
La mise en oeuve de la MLST serait cependant d'un intérét considérable pour une
évaluation complémentaire de la diversit¢ génétique au sein de notre collection
bactérienne. La comparaison des séquences du core génome est la méthode vers laquelle
de nombreux centres de référence (CNR) s’orientent pour différencier les isolats et
effectuer un travail épidémiologique efficace. Cependant en raison de son cotit élevé nous

n’avons pas pu la mettre en ceuvre dans ce travail. (Aggelen et al., 2019).

=  Adhésion des isolats

Dans la littérature, I’adhésion bactérienne aux surfaces inertes est décrite comme un
phénomene rapide qui peut s’effectuer 1 a 2 h apres ’inoculation (Frank et Koffi, 1990;
Vanhaecke et al., 1990). Cependant, ce temps est variable selon les souches. Un temps
moyen de 4 h est nécessaire a 1’adhésion de B. cereus (Peng et al., 2001), de
Pseudomonas spp, de Listeria monocytogenes (Fatemi et Frank, 1999) et de S. aureus
(Pompermayer et Gaylarde, 2000). Selon Sommer et al., (1999), ’adhésion des
bactéries, qu’elles soient a coloration de Gram positive ou négative, survient apres 3 h
d’incubation. Huit heures sont requises pour 1’adhésion de Shewanella putrefasciens
(Bagge et al., 2001).

La caractérisation des propriétés d’adhésion des isolats du groupe B. cereus a I’inox est
un autre aspect de la caractérisation de notre collection. L’adhésion de ces bactéries a
I’inox apparait comme un phénoméne complexe essentiellement souche-dépendant. Le
potentiel d’adhésion des souches pourrait étre attribu¢ a leur état physiologique. Ainsi, il
est reconnu que dans le groupe B. cereus, les spores adherent en plus grand nombre que
les cellules végétatives (Peng et al., 2001; Faille et al., 2001). C’est la tendance générale
dans notre collection (73% des isolats étudiés). Les taux d’adhésion des spores varient
également entre les isolats. Des valeurs maximales de 1’ordre de 6 log de spores/cm? pour
un inoculum de 6 log UFC/mL, révelent une plus grande capacité d’adhésion chez
certains isolats. La capacit¢ des spores d’adhérer fermement aux surfaces des
équipements des industries agroalimentaires est bien ¢établie et attribuée a leur
hydrophobicité ¢levée (Faille et al., 2010; Peng et al., 2001; Shaheen et al., 2009;
Simmonds et al., 2003). De plus, ’importance des interactions acide-base de Lewis dans
les phénoméenes d’adhésion aux surfaces inertes est largement reconnue (Bellon-

Fontaine et al., 1996; Carpentier et Cerf, 1993; Chen et al., 2011; Van Oss, 1993).
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Ces interactions sont jugées de loin les plus puissantes, comparées aux forces de Van der
Waals ou aux interactions électrostatiques (Van Oss, 2003). La forte adhésion des spores
a ’inox peut poser des problémes d’hygieéne en IAA puisqu’elle est responsable de leur
résistance aux procédures de nettoyage (Anderson et Ronner, 1998; Faille et al., 2002;
2010). En effet, Anderson et Ronner (1998) ont montré que les spores de B. cereus sont
33 248% plus adhérentes que les cellules germinatives. Ces derniéres sont €également plus
facilement ¢liminées des surfaces que les spores dormantes.

Toutefois, certains isolats de notre collection montrent les mémes capacités d’adhésion
sous forme sporulée et végétative. Pour d’autres, I’adhésion des cellules végétatives est
supérieure a celle des spores. D’apres Peng et al. (2001), [’adhésion élevée des cellules
végétatives pourrait €tre attribuée au fait qu’elles ont été mises en contact avec les
coupons alors qu’elles avaient atteint la phase stationnaire. En effet, les bactéries du
groupe B. cereus sous forme végétatives adhérent en grand nombre lorsqu’elles sont en
phase stationnaire car I’hydrophobicité des cellules végétatives de B. cereus augmente
(Peng et al., 2001). De plus, I’adhérence élevée des cellules végétatives par rapport aux
spores peut s’expliquer également par leur mobilité, en raison du réle des flagelles dans
les stades initiaux de 1’adhésion des bactéries du groupe B. cereus (Houry et al., 2010)
et de nombreuses autres bactéries telles que P. aeruginosa (Klausen et al., 2003) et L.
monocytogenes (Lemon et al., 2007).

3. Conclusion

Au total, 687 échantillons d’origine alimentaire ont été collectés en Tunisie pour la
recherche de bactéries du groupe B. cereus. Cent-quatre-vingt-onze échantillons (27,8%
des échantillons) positifs ont ainsi donné lieu a la création d’une collection de 191 isolats
présomptifs du groupe B. cereus. La plupart des échantillons positifs (77,5%) sont de
qualité microbiologique satisfaisante et présentent un risque faible pour le consommateur.
Les isolats présomptifs du groupe B. cereus ont fait I’objet d’une identification par un test
PCR ciblant la séquence du géne sspE, spécifique du groupe. Ainsi, 174 isolats se sont
avérés positifs. La recherche des signatures génétiques spécifiques des bactéries
mésophiles vs psychrotrophes montre la coexistence des deux séquences signatures
portées par le géne codant I’ARNr 16S chez la totalité des isolats. Ces derniers sont
qualifiés d’« intermédiaires » car pouvant exprimer un génotype mésophile ou
psychrotrophe selon les conditions climatiques auxquelles ils sont exposés. Le groupe

phylogénétique III, reconnu comme étant généralement trés cytotoxique, est le plus
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fréquent dans notre collection, et particulierement dans les échantillons cuits (aliments
cuits, produits de patisserie et de volaille cuits). Par conséquent, il convient d'accorder
une attention particuliere aux conditions sanitaires et de température dans lesquelles les
aliments sont préparés, cuits et commercialisés en Tunisie. En effet, de mauvaises
conditions de manipulation, de stockage ou de nettoyage facilitent le développement
bactérien et accentuent ainsi la contamination globale des produits alimentaires. Les
souches ont été soumises a une étude de diversité en utilisant les méthodes de PFGE et
d’ERIC-PCR. Un classement en profils génétiques a ainsi pu €tre effectué. L'analyse des
profils PFGE et ERIC-PCR a permis de discriminer 143 et 99 clusters différents,
respectivement. Le typage a démontré que la distribution des isolats dans les clusters n’est
pas nécessairement corrélée au type d'aliment dont ils sont issus et/ou au groupe
phylogénétique auquel ils appartiennent. Ceci pourrait suggérer que la contamination des
aliments par les bactéries du groupe B. cereus est due a d’autres sources, telles que les
matieres premicres et les équipements de transformation et de stockage. Le potentiel
d’adhésion sur I’inox est influencé par 1’état physiologique (spores ou cellules
végétatives). Un taux d’adhésion supérieur pour les spores par rapport aux cellules
végétatives concerne 73% des isolats de la collection. Le nombre de spores adhérées est
compris entre 4 et 5,9 log UFC/cm?, tandis que le nombre de cellules végétatives adhérées
est compris entre 2,5 et 5,1 log UFC/cm?. La forte adhésion des souches a I’inox a des
implications dans 1’hygi¢ne des surfaces puisqu’elle est responsable de leur résistance
aux procédures de nettoyage. L’ensemble de ces données souligne la nécessité d’inclure
la recherche des bactéries du groupe B. cereus dans les programmes de sécurité sanitaire
des aliments, ainsi que dans les laboratoires d’analyse microbiologique des aliments en

Tunisie.
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1. Résultats

1.1. Détection des génes associés a la virulence

Afin de caractériser le potentiel de virulence des bactéries du groupe B. cereus d'origine
alimentaire en Tunisie, 174 isolats de différents types d'aliments ont été analysés par PCR
pour rechercher la présence de neuf génes codant les toxines diarrhéiques (complexe
hblABCD, complexe nheABCD, bceT, cytK et ses variantes) et d’un géne codant pour la
toxine émétique (ces). Au moins un des génes de chacun des complexes NHE et HBL a
¢été mis en évidence, respectivement chez 100% et 59,2% de la collection. Les génes mis
en évidence sont, par ordre décroissant, nhed (98,9%), nheC (97,7%) et nheB (86,8%)
contre hblC (54,6%), hblD (54,6%), hblA (29,9%) et hblB (14,9%), respectivement, pour
les complexes NHE et HBL. L'ensemble des 3 génes du complexe NHE a été détecté dans
84,5% (147/174) de la collection. La présence de deux génes a été observée dans 14,4%
(25/174) de la collection, tandis que 1,1% (2/174) de la collection ne contenait qu'un seul
gene (Tableau 21). Les quatre génes codant pour le complexe HBL ont été détectés dans
13,8% (24/174) de la collection ; trois geénes étaient présents dans 22,4% (39/174) de la
collection ; 14,4% (25/174) étaient positifs pour deux genes, 8,6% (15/174) possédaient
un seul géne du complexe, tandis que 40,8% (71/174) ne possédaient aucun geéne hb!/
(Tableau 21). La PCR discriminatoire entre les deux variantes du geéne cytK, responsable
de la production de la cytotoxine K, qui sont cytK-1 et cytK-2, a révélé que le geéne cytK-
I n’est présent chez aucun isolat. Cependant, 37,9% (66/174) des isolats étaient positifs
pour le géne cytK-2. De plus le géne codant pour I’entérotoxine T (bceT) et les genes
codant pour la toxine émétique (cluster ces) n’ont ét¢ mis en évidence que chez 88
(50,6%) et 7 isolats (4%), respectivement. Les différents génes de virulence ont été
détectés au sein de la collection, indépendamment de l'origine de I'échantillonnage des
souches, a I'exception des genes codant la toxine émétique qui n'ont été détectés que dans
les souches isolées des échantillons de viande de volaille cuite, d'aliments cuits, de

produits de patisserie et d'épices (Tableau 21).
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Tableau 21: Distribution totale des génes de virulence au sein de la collection de bactéries du groupe B. cereus (n= 174)
provenant d’aliments collectés en Tunisie entre avril 2014 et avril 2015. Les pourcentages sont indiqués entre parenthéses pour
chacun des aliments analysés.

Facteurs de virulence

No. (%) des souches hébergeant le(s) gene(s) cible(s)

Aliments  Produits de  Produits Viande Epices Produits Produits en  Viande de Légumes  Produits Total

cuits patisserie céréaliers de (n=17) de lamer conserve volaille frais laitiers (n=174)

(n=42) (n=37) (n=23) volaille (n=11) (n=9) crue coupés (n=4)

cuite (n=8) (n=5)
(n=18)

Geénes du complexe HBL
hbIC 1(2,4) 4(10,8) 1(4,3) 1(5,6) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 7 (4,0)
hbID 3(7,1) 0(0,0) 1(4,3) 0(0,0) 1(5,9) 1(9,1) 0(0,0) 2 (25,0) 0(0,0) 0(0,0) 8 (4,6)
hblA+ hbIC 1(2,4) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(0,6)
hbIC+ hbID 7(16,7) 8(21,6) 2(8,7) 0(0,0) 0(0,0) 1(9,1) 2(22,2) 0(0,0) 3(60,0) 1(25,0) 24 (13,8)
hblA+ hbIC+ hbID 5(11,9) 4(10,8) 2(8,7) 3(16,7) 7(41,2) 4 (36,4) 0(0,0) 1(12,5) 1(20,0) 0(0,0) 27 (15,5)
hbIB+ hbIC+ hbID 2(4,8) 3(8,1) 1(4,3) 2(11,1) 1(5,9) 1(9,1) 1(11,1) 1(12,5) 0(0,0) 0(0,0) 12 (6,9)
hblA+ hbIB+ hbIC+ hbID 6(14,3) 8(21,6) 5(21,8) 2(11,1) 3(17,6) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 24 (13,8)
Non détecté 17 (40,4) 10 (27,0) 11 (47,8) 10 (55,6) 5(29,4) 4 (36,4) 6 (66,7) 4 (50,0) 1(20,0) 3(75,0) 71 (40,8)
Génes du complexe NHE
nheA 1(2,4) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(0,6)
nheB 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(5,9) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(0,6)
nheA+ nheB 9(21,4) 4(10,8) 1(4,3) 1(5,6) 1(5,9) 2(18,2) 0(0,0) 3(37,5) 0(0,0) 1(25,0) 22 (12,6)
nheA+ nheC 2(4,8) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 2(1,1)
nheB+ nheC 1(2,4) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(0,6)
nheA+ nheB+ nheC 29 (69,0) 33(89,2) 22 (95,7) 17 (94,4) 15 (88,2) 9(81,8) 9 (100,0) 5(62,5) 5(100,0) 3(75,0) 147 (84,5)
Non détecté 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Autres Génes
cytK 13(30,1) 15 (40,54) 9(39,1) 6(33,3) 9(52,9) 8(72,7) 3(33,3) 1 (12,5) 1(20,0) 1(25,0) 66 (37,9)
bceT 17 (40,4) 20 (54,1) 14 (60,9) 9 (50,0) 10 (58,8) 10 (90,9) 2(22,2) 5(62,5) 1(20,0) 0(0,0) 88 (50,6)
Ces 2(4,8) 1(2,7) 0(0,0) 3(16,7) 1(5,9) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 7 (4,0)
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1.2. Profils toxinogéniques des isolats du groupe B. cereus

La distribution des génes de virulence a permis de répartir les 174 isolats du groupe B.
cereus en 12 groupes (G1 a G12) (Tableau 22). Chaque groupe est caractérisé par un
profil toxinogénique. Les profils se sont répartis en 4 profils entéro-hémolytiques et non
hémolytiques associés ou non aux genes bceT et cytK-2, un profil entéro-cytotoxique (G1
a G4), 4 profil entéro-non hémolytiques associés ou non aux genes bceT et cytK-2 (G5 a
G8), un profil émétique, entéro-hémolytique et non-hémolytique (G9) et 3 profils
émétiques et entéro-non- hémolytiques associés ou non aux geénes bceT et cytK-2 (G10 a
G12).

Tableau 22 : Groupes toxinogeéniques spécifiques aux isolats du groupe B. cereus
provenant d’aliments collectés en Tunisie entre avril 2014 et avril 2015.

% d’isolats dans

Groupe Genes détectés Nombre d’isolats
chaque groupe

G1 Complexe HBL, complexe NHE, bceT, cytK 36(8+ 267+ 1°+ 1°) 20,7
G2 Comlexe HBL, complexe NHE, bceT 29(9+ 152+ 15+ 4°) 16,7
G3 Complexe HBL, complexe NHE, cytK 7(1+ 32+ 39) 4,0
G4 Complexe HBL, complexe NHE 30(4+ 16+ 10°) 17,2
G5 Complexe NHE, bceT, cytK 8 4,6
G6 Complexe NHE, bceT 13(10+ 3%) 7,5
G7 Complexe NHE, cytK 12(11+ 1°) 6,9
G8 Complexe NHE 32(30+ 2°) 18,4
G9 Complexe NHE, complexe HBL complex, ces 1¢ 0,6
G10 Complexe NHE, cytK, ces 3 1,7
G11 Complexe NHE, bceT, ces 2 1,1
G12 Complexe NHE, ces 1 0,6

a : Absence d'au moins un géne du complexe HBL ; b : Absence d'au moins un géne du complexe NHE ;
¢ : Absence d'au moins un géne du complexe NHE & HBL

1.2.1. Profil entéro-hémolytique et non hémolytique associé ou non aux

genes beeT et cytK-2
D’apres ’analyse des profils électrophorétiques, les 102 isolats possédant simultanément
au moins un des génes du complexe HBL et du complexe NHE associés ou non aux genes
bceT et cytK-2 sont répartis en 4 groupes toxinogéniques (G1 a G4). Les 7 isolats du
groupe G3 n’hébergent pas le géne de I’entérotoxine T alors que les 29 isolats du groupe
G2 le possedent. Les 30 isolats du groupe G4 n’hébergent pas les 2 geénes de
I’entérotoxine T et de la cytotoxine K. Cependant, les 36 isolats du groupe G1 les

hébergent.
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1.2.2. Profil entéro-non hémolytique associé ou non aux genes bceT et
cytK-2
D’aprés 1’analyse des profils électrophorétiques, 65 isolats possédent au moins un gene
du complexe NHE associés ou non aux genes bceT et cytK-2, sans le complexe HBL. Ils
sont répartis en 4 groupes toxinogéniques (G5 a G8). Le groupe G5 est composé de 8
isolats possédant les trois génes du complexes NHE et les génes bceT et cytK-2. Treize
isolats posseédent au moins un géne du complexe NHE associé au geéne bceT, formant le
groupe toxinogénique G6. Aussi, les 12 isolats du groupe G7 posseédent au moins un gene
du complexe NHE mais associé uniquement au géne cytK-2. Par contre, les 32 isolats du
groupe G8 possedent au moins un des trois génes du complexe NHE, non associ¢ aux
geénes beeT et cytK-2.
1.2.3. Profil émétique, entéro-hémolytique et non-hémolytique
Le profil émétique, entéro-hémolytique et entéro-non-hémolytique (Groupe G9) ne
concerne qu’un seul isolat hébergeant le geéne ces, responsable de la production de la
toxine émétique et au moins un gene des complexes HBL et NHE.

1.2.4. Profil émétique et entéro-non-hémolytique associé ou non aux
genes beeT et cytK-2

Les profils émétiques et entéro-non-hémolytiques associés ou non aux genes bceTl et
cytK-2 sont répartis en 3 groupes toxinogéniques (G10 a G12). Les 3 isolats du groupe
G10 possédent les trois génes du complexe NHE et les genes cytK-2 et ces. Tandis que
les 2 isolats du groupe G11 possedent les trois génes du complexes NHE et les genes bceT
et ces. En outre, un seul isolat du groupe B. cereus posseéde les génes du complexe NHE

associés au gene ces, formant ainsi le groupe G12.
1.3. Etude du pouvoir cytotoxique des isolats du groupe B. cereus

sur les cellules Caco-2
Chacun des 174 isolats a pu se développer dans le milieu optimum BHI-YE. La
population bactérienne moyenne a atteint 8 = 0,3 et 7 + 0,5 log UFC/mL apres 18 het 5
d'incubation a 30°C, respectivement. Le pourcentage de souches cytotoxiques
(provoquant plus de 50% d'inhibition des cellules Caco-2) observé apres 18 h d'incubation

(70,7%) est le double de celui observé apres 5 j d'incubation (35%) en BHI-YE a 30°C.
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1.4. Evaluation de la relation entre I’origine et la cytotoxicité des

souches

Un lien apparait clairement entre la cytotoxicité des souches et le type d’aliment dont
elles sont issues (test £, p < 0,05). Contrairement aux souches isolées a partir d'épices,
une dispersion significative de 1’activité cytotoxique a été rapportée pour les souches
isolées a partir de légumes frais coupés, de céréales ou de produits laitiers (p < 0,05).
L’activité cytotoxique est comparable d'un isolat a l'autre lorsqu'ils proviennent de
viandes de volaille cuites et crues, de produits en conserve, de produits de patisserie et
d'aliments cuits (p > 0,05). Pour les souches isolées a partir de produits de la mer et
d'épices, le niveau de cytotoxicité dépend significativement de la durée d’incubation de
la culture bactérienne (p= 0,0004). Apres 18 h d’incubation, une différence significative
de ’activité cytotoxique est observée. Cependant, aprés 5 j d’incubation, la cytotoxicité
est homogene (p > 0,05, p=0,09).

1.5. Evaluation de la relation entre les profils toxinogéniques et la

cytotoxicité des souches

L'implication de plusieurs facteurs de virulence connus pour intervenir dans la
cytotoxicité des cellules Caco-2 a été évaluée. La présence des composantes du complexe
HBL s’est avérée ne pas €tre liée a la cytotoxicité. En effet, parmi les isolats possédant
ou non les quatre génes du complexe HBL, certains sont cytotoxiques et d’autres non. Le
pourcentage d’isolats cytotoxiques portant les quatre génes est plus élevé aprés 18 h
qu'apres 5 j d'incubation. Parmi les 24 isolats possédant I'ensemble des déterminants
génétiques du complexe HBL, 79,2% et 41,7% ont présenté une toxicité sur les cellules
Caco-2 aprés 18 h et 5 j d'incubation, respectivement. Bien que 147 isolats possedent les
trois composantes du complexe NHE, seulement 68,7% et 36,7% d'entre eux se sont
révélés cytotoxiques apres 18 h et 5 j d'incubation, respectivement. De plus, parmi ceux
qui hébergent un ou deux geénes du complexe NHE, les isolats cytotoxiques et non
cytotoxiques ont €t¢é mis en évidence apres 18 h et 5 j d'incubation.

Plusieurs combinaisons de déterminants génétiques des complexes NHE et HBL sont
associées de fagon significative (test z, p <0,05) a l'activité cytotoxique des bactéries
testées (Tableau 23). Le niveau de cytotoxicité est significativement supérieur (+ 12% et
+ 14% apres 18 h et 5 j d'incubation, respectivement) avec les isolats présentant
simultanément les génes hb/C et nheC. La présence des genes hblC et nheB a une

incidence significative positive sur la cytotoxicité (+ 27% et + 23% apres 18 het 5 j,

114



Résultats et Discussion Chapitre 2

respectivement). Cependant, la présence du géne nheB et l'absence du geéne hb/C sont
associées a une plus faible cytotoxicité aprés 5 j d'incubation (- 17%). La présence
simultanée des genes hblB et nheA est significativement corrélée a 1'activité cytotoxique
apres 5 j d'incubation (+ 11%). La cytotoxicité du surnageant des cultures bactériennes,
apres 5 j d'incubation, diminue de 29% lorsque les souches hébergent le géne 4b/B et non
pas le géne nheA. La possession simultanée des genes AbID et nheC est inversement
associée a la cytotoxicité. Elle est diminuée de 8% et de 14% apres 18 h et 5 jd'incubation,
respectivement.

Parmi les isolats qui hébergent le géne cytK, certains sont cytotoxiques et d’autres non
apres 18 h et 5 j d'incubation. Comme le montre le Tableau 23, une corrélation
significative a été établie entre la cytotoxicité et la combinaison cytK : hblD ainsi qu'avec
la combinaison cytK : hblB en 1’absence du gene nheC, apres 18 h d'incubation. Les deux
combinaisons cytK : nheC et cytK : hblC sont inversement corrélées a l'activité
cytotoxique apres 18 h d'incubation.

Le gene bceT est présent dansles souches cytotoxiques et non cytotoxiques. La présence
simultanée des genes bceT, nheC et hblB est significativement associée a une activité
cytotoxique plus faible aprés 18 h (- 17%) (Tableau 23). Cependant, lorsque le géne bceT
est présent avec le géne nheC ou hblD, la cytotoxicité, aprés 18 h d'incubation, est
diminuée de 12% et de 6%, respectivement. Apres 18 h d'incubation, la cytotoxicité
augmente de facon significative (18%) lorsque les isolats hébergent les génes bcel et
hbIB. Lorsqu’ils posseédent le géne AbIB mais pas le géne bceT, la cytotoxicité est
significativement diminuée (- 16%) (Tableau 23). L'absence de bceT est associée a une
activité cytotoxique plus élevée apres 18 h (+ 9%) lorsque les isolats portent
simultanément les genes nheC et hbIB, alors qu'elle est diminuée (- 17%) lorsque les
souches possedent simultanément les genes nheC, hblB, nheC et hblB.

Aprées 5 j, la cytotoxicité est plus élevée lorsque les isolats possedent simultanément les
genes beeT et hblB (+ 10%) et lorsqu'ils hébergent les génes bcel et nheC mais ne
présentent pas le gene hbIB (+ 6%) (Tableau 23). Cependant, la cytotoxicité est plus
faible lorsque les isolats hébergent simultanément bceT et hblA (- 7%).

Tous les isolats possédant le géne ces présentent une activité cytotoxique sur les cellules
Caco-2 aprés 18 h d'incubation. Lorsque ce gene coexiste avec le gene hbIC, la
cytotoxicité est significativement plus faible (- 17%) (Tableau 23). De plus, aucune

activité cytotoxique n'est détectée pour ces isolats apres 5 j d'incubation.
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Tableau 23: Analyse statistique des associations entre la présence ou l'absence de
facteurs de virulence et la cytotoxicité sur cellules Caco-2 des isolats de la collection de
bactéries du groupe B. cereus provenant d’aliments tunisiens.

Test F TestT
Association Somme Sq Valeur p Association Estimation Valeur p
significative entre significative entre
la cytotoxicité et Cytotoxicité Cytotoxicité La cytotoxicité etla  Cytotoxicit Cytotoxicité
les facteurs de apres apres Présencel/ éapres apres
virulence absence®des
18h 5j 18h 5j facteurs de 18h 5j 18h 5§
virulence
hblC:hbID 5562 20994 0,0032 4,57E-08 ***  hp|CL:hbID? ND 14 ND 4,75E-08 ***
** hbIC%:hbID* 10 ND  0,0034 * ND
hblIC:nheB 13568 10441 1,58E-07 0,0005 hblCt:nheB! 27 24 1,58E-07*** 0,0073 **
e B hbIC%:nheB? ND  -17 ND 0,0058 **
hblC:nheC 6497 11695 0,0002  4,08E-05 ***  hplCl:nheC? 12 14  0,0003 ***  4,08E-05 ***
% %k
hbID:nheC 3675 11106 0,0058 6,33E-05 ***  hpID!:nheC? -8 -14  0,0058 **  §,33E-05 ***
* %
bceT: hblB 23036 8048 1,12E-10 0,0006 bceT*:hblIB! 18 10 0,0002 *** 0,0006 ***
e e bceT®:hbiB? 16 ND  3,07E-07 *** ND
nheC:bceT:hblB 11787 6560 6,14E-06 0,0085 nheCl:bceT*:hblB* -17 ND 0,0004 *** ND
= nheCl:bceT®:hb/BY 9  ND 0,004 ** ND
nheC!:bceT*:hblB°  ND 6 ND 0,012 *
bceT:hbID 11867  ND 8,99E-07 ND bceT!:hbID* 6 ND  899E-07 *** ND
% %k %k
bceT:nheC 4733 ND 0,0017 ND bceT:nheCt -12 ND 0,0017 ** ND
* %
ces:hblC 9828 ND 7,46E-06 ND cest:hblCt -17 ND 7,46E-06 *** ND
% %k %
cytK:hbID 19045 ND 6,51E-10 ND cytKl:hlel 14 ND 6,51E-10 *** ND
% %k %k
cytK:nheC 6617 ND 0,0002 ND cytKl;nheCI -12 ND 0,0002 *** ND
% %k %k
cytK:nheC:hblB 4501 ND 0,0095 ND cytki:nheC®:hblB* 12 ND 0,011 * ND
* %k
hblC:cytk 15874 ND 1,53E-08 ND hblCl_-cytKI -12 ND 1,53E-08 *** ND
% %k %k
hbiD:hblIA 2417 ND 0,025 ND hbID*:hbIAL -8 ND 0,025 * ND
*
nheB:nheC 6500 ND 0,0012 ND nheB%nheC! 27 ND 0,01 * ND
* nheB!:nheC* -9 ND 0,018 * ND
bceT:hblA ND 8530 ND 0,002 ** bceT:hblAL ND -7 ND 0,0008 ***
hbiIC:hblB ND 5000 ND 0,007 ** hbICt:hbIBY ND -11 ND 0,007 **
nheA:hblB ND 8433 ND 0,002 ** nheA%:hblB! ND -29 ND 0,047 *
nheA*:hblB! ND 11 ND 0,025 *
cytK:hblA 3400 ND 0,029 ND cytKl;hblAl NS ND >0,05 ND
* cytkP:hbIA? NS ND >0,05 ND
cytK:nheC:hbIA 3165 ND 0,0375 ND cytki:nheCl:hblA! NS ND >0,05 ND
* cytk%nheCl:hblA? NS ND >0,05 ND

0 : absence ; 1 : présence ; ND : non déterminé ; NS

: non significatif (valeur p > 0.05) ; * : significatif

(valeur p : 0.01 a 0.05) ; ** : tres significatif (valeur p : 0.001 a 0.01) ; *** : trés significatif (valeur p <

0.001).
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1.6. Etude de la sensibilité des isolats du groupe B. cereus aux

antibiotiques

Les 174 isolats du groupe B. cereus ont subi le test de sensibilité aux antibiotiques. Tous
ces isolats sont sensibles a la rifampicine (100%), au chloramphénicol (100%), a la
ciprofloxacine (100%) et a la gentamycine (100%). Un nombre important d’isolats
manifeste également une sensibilité élevée a la streptomycine (98,9%), a la kanamycine
(96,6%), a I’erythromycine (95,4%), a la vancomycine (92%) et a la tetracycline (85,1%).
Une résistance vis-a-vis de I’ampicilline (90,8%) et de la novobiocine a été observée pour
88% des isolats. Les résultats obtenus sont reportés dans le Tableau 24.

Tableau 24: Sensibilité aux antibiotiques des isolats du groupe B. cereus provenant
d’aliments collectés en Tunisie entre avril 2014 et avril 2015.

Antibiotique Conc. (ug/disc) Nb de souches au phénotype (%)
Résistant Intermédiaire  Sensible

Rifampicine 5 0 0 174 (100)
Erythromycine 15 2(1,2) 6(3,4) 166 (95,4)
Chloramphénicol 30 0 0 174 (100)
Novobiocine 30 153 (88) 13(7,5) 8(4,5)
Ampicilline 10 158 (90,8) 11 (6,3) 5(2,9)
Ciprofloxacine 5 0 0 174 (100)
Streptomycine 10 2(1,1) 0 172 (98,9)
Gentamycine 10 0 0 174 (100)
Vancomycine 30 7 (4) 7 (4) 160 (92)
Kanamycine 30 0 6 (3,4) 168 (96,6)
Tétracycline 30 10 (5,7) 16 (9,2) 148 (85,1)

2. Discussion

Le risque sanitaire causé par les bactéries du groupe B. cereus a été évalué en examinant
la présence de facteurs de virulence, 'activité cytotoxique et I'antibiorésistance. Les génes
mis en évidence chez les isolats du groupe B. cereus sont, par ordre décroissant
d’occurrence, les génes nheAd (98,9%), nheC (97,7%) et nheB (86,8%) contre hblC
(54,6%), hbID (54,6%), hblA (29,9%) et hblB (14,9%), respectivement pour les
complexes NHE et HBL. La forte prévalence des déterminants génétiques du complexe
NHE par rapport a ceux du complexe HBL a déja été rapportée dans d’autres études
(Castiaux et al., 2016; Tewari et al., 2015; Wehrle et al., 2009; Zhou et al., 2010). La
recherche des génes de virulence par PCR a montré qu’au moins un des geénes de chacun

des complexes NHE et HBL est mis en évidence chez respectivement 100% et 59,2% des

117



Résultats et Discussion Chapitre 2

174 isolats. Ces résultats sont similaires a ceux d’autres auteurs, qui ont rapporté que les
souches du groupe B. cereus hébergeaient au moins un des génes des complexes NHE et
HBL (Aragon-Alegro et al., 2008; Guinebretiere et al., 2002; Hansen et Hendriksen,
2001; Rivera et al., 2000; Tewari et al., 2015). La présence d’au moins un géne du
complexe HBL ou NHE indique la présence de chacun des opérons nhe et hbl (Granum,
2007). L’incapacité de détecter tous les génes de I’opéron peut s’expliquer par ’existence
d’un polymorphisme dans la s€quence des genes des complexes HBL et NHE du groupe
B. cereus, plutot que par 1’absence de ces génes (Guinebretiere et al., 2002; Hansen et
Hendriksen, 2001; Mantynen et Lindstrom, 1998).

Les entérotoxines NHE et HBL sont considérées comme étant les principaux facteurs de
virulence du groupe B. cereus liés a une intoxication alimentaire (Stenfors Arnesen et
al., 2008). L’¢tude de Banerjee et al. (2011) a rapporté que les souches du groupe B.
cereus impliquées dans les diarrhées humaines, productrices de 1’hémolysine BL ou de
I’entérotoxine non hémolytique, possedent au moins deux génes de chacun des complexes
HBL et NHE. En outre, diverses combinaisons de geénes de chaque complexe sont
assoiciées a un certain degré d’activité biologique, mais I’activit¢ maximale est obtenue
lorsque tous les composants sont présents (Stenfors Arnesen et al., 2008; Banerjee et
al., 2011). Aucun des 174 isolats du groupe B. cereus n’héberge le géne cytK-1. En effet,
le géne cytK-1, une des variantes du gene cytK, est rare et les isolats du groupe B. cereus
qui hébergent ce géne appartiennent a un groupe phylogénétique cytotoxique distinct
comprenant des souches de B. cyfotoxicus (Guinebretiere et al., 2010). Le deuxiéme
variant du geéne cytK, désigné cytK-2 est mis en évidence dans 37,9% de la collection.
Bien que le géne cytK-2 ne soit pas aussi cytotoxique que le géne cytK-1, sa capacité a
provoquer une intoxication alimentaire ne doit pas étre sous-estimée (Fagerlund et al.,
2004). Plusieurs études ont rapporté une prévalence similaire du geéne cytK-2 dans les
souches du groupe B. cereus isolées d'aliments et de 1égumes cuits réfrigérés
(Guinebretiere et al.,2002), de produits carnés (Tewari et al., 2015) et de produits
céréaliers (Lee et al., 2017). Cependant, d’autres études ont rapporté une prévalence plus
importante du gene cytK-2 (jusqu’a 77%) dans les souches du groupe B. cereus isolées
de produits céréaliers (Chon et al., 2012), de plats cuisinés, d’épices, de produits laitiers,
d’amidons et de farines (Aragon-Alegro et al., 2008). Le gene bceT est mis en évidence
dans 50,6% de notre collection. Ce résultat est en phase avec ceux de Bonerba et al.
(2010) qui ont démontré que 52% des isolats provenant de patisseries, d'échantillons de

riz, de farine de pommes de terre, de mozzarella et de farine de viande possédent le géne
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bceT. Selon Guinebretiere et al. (2002), le géne bceT semble étre aussi largement
répandu dans les souches isolées a partir d'aliments réfrigérés cuits et de 1égumes (71%).
Cependant, Yang et al. (2005) ont mis en évidence une faible occurrence de ce géne dans
les souches du groupe B. cereus d’origine alimentaire (11,8%). L’occurrence des facteurs
de virulence varie selon 1'¢tude. Cette variabilité peut étre attribuée aux différences
géographiques et dans les types de matrices alimentaires. Les amorces utilisées pour les
tests PCR peuvent aussi varier d’une étude a 1’autre. Parmi tous les isolats testés dans
cette ¢étude, seulement sept (4%) hébergent le gene ces. Ces souches proviennent
d’échantillons de viande de volaille cuite, de produits de patisserie, d‘aliments cuits et
d’épices. L'intoxication émétique est souvent associée aux féculents comme le riz, les
nouilles, les pates et la purée de pommes de terre (Agata et al., 2002; Dierick et al.,
2005; Naranjo et al., 2011). Lopez et al. (2015) et Messelhiusser et al. (2014) ont
montré la présence de souches émétiques du groupe B. cereus dans des échantillons de
poulet cuit et d’autres aliments comme les soupes, les sauces et les repas composés.
Cependant, aucune des souches du groupe B. cereus isolées a partir d'épices n’héberge le
gene ces dans les études de Hariram et Labbé (2015) et de Fogele et al. (2018). La faible
occurrence des souches émétiques confirme que la production du céréulide est un
caractere rare dans le groupe B. cereus (Aragon-Alegro et al., 2008).

L’analyse de distribution des geénes de virulence a mis en évidence une diversité des
isolats du groupe B. cereus quant a leur pouvoir toxinogene. Ces derniers sont répartis en
12 groupes (Gl a G12) (Tableau 22). Chaque groupe est caractéris¢ par un profil
toxinogénique.

La diversité toxinogénique observée au sein de la collection est plus associée au
polymorphisme de séquence qu’a I’absence de certains génes des complexes HBL et/ou
NHE. En effet, certains isolats contiennent tous les génes des complexes NHE et HBL,
d’autres contiennent soit un ou deux genes de ces complexes, soit uniquement les génes
du complexe NHE ou HBL. Tous les génes requis pour la production de I’hémolysine BL
(HBL) et de I’entérotoxine non hémolytique (NHE) sont présents chez respectivement
13,8% et 84,5% des 174 isolats. Au total, 12,6% des isolats hébergent simultanément
toutes les composantes du complexe HBL et NHE. Certaines études ont rapporté des
prévalences élevées d’isolats ayant des caractéristiques similaires (Samapundo et al.,
2011b ; Rahimi et al., 2013). Ainsi, les isolats possédant tous les génes requis pour la
production de chacune des entérotoxines HBL et NHE sont susceptibles de produire une

hémolysine et une non-hémolysine fonctionnelle. Parmi les isolats du groupe B. cereus
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hébergeant le géne ces, différents groupes toxinogénes se distinguent (G9 a G12). Un
isolat appartenant au groupe G12 possede le gene ces et les genes du complexe NHE mais
pas ceux du complexe HBL. Le profil toxinogéne de cet isolat concorde avec celui
présenté dans les études de Ehling-Schulz et al. (2005), de Lee et al. (2017) et de Yang
et al. (2017), ou une absence de corrélation a été observée entre la présence du geéne ces
et celle du complexe HBL, ce dernier étant commun dans les souches non émétiques.
Cependant, I’isolat appartenant au groupe G9 posséde le géne ces ainsi que les génes des
complexes NHE et HBL. Ce résultat est en accord avec les résultats des études
précédentes qui ont détecté des souches émétiques portant a la fois géne ces et les génes
du complexe HBL (Kim et al., 2010; Rahmati et Labbe, 2008). En plus du complexe
NHE et du géne ces, les isolats appartenant aux groupes G10 et G11 possedent cytK et
bceT, respectivement. De méme, des études antérieures (Carlin et al., 2006; Yang et al.,
2017) ont rapporté que les souches émétiques contenaient les génes cytK ou bceT. Le
syndrome diarrhéique est li¢ a 1’entérotoxine non hémolytique (NHE), a 1’entérotoxine
hémolytique BL (HBL) et a la cytotoxine K, alors que le vomissement est provoqué par
I’action du céréulide (Ehling-Schulz et al., 2006). Par conséquent, les souches émétiques
du groupe B. cereus contenant divers génes d’entérotoxines, tels que ceux des complexes
NHE, HBL et cytK, pourraient avoir le potentiel de provoquer simultanément une
intoxication alimentaire diarrhéique et émétique. Les surnageants des cultures de 70,7%
des isolats de la collection, apreés 18 h d'incubation a 30°C, présentent une activité
cytotoxique sur les cellules Caco-2. Cependant, la cytotoxicité des surnageants des
cultures bactériennes agées de 5 j est plus faible qu’a 18 h. Seulement 35% des souches
s’averent maintenir leur cytotoxicité apres 5 j. Ce résultat est probablement da a la mort
des cellules (Jan et al., 2011) et/ou de la dégradation des toxines (Baron et al., 2007).
En effet, une diminution de 1 log UFC/mL de la population bactérienne a été observée en
allant de 18 h a 5 j d’incubation a 30 °C.

Dans notre collection, le pourcentage d’isolats cytotoxiques est plus élevé que ceux
rapportés par Choma et al. (2000); Jan et al. (2011); Stenfors et al. (2002) et Techer et
al. (2014). Cependant, la comparaison avec les résultats obtenus par d'autres auteurs est
difficile en raison de la grande diversité des méthodes utilisées pour tester la cytotoxicité
(différents types cellulaires, temps et températures d'incubation, etc.) et de la variété des
aliments testés (lait, Iégumes ou collections de laboratoire). L'activité cytotoxique de
CytK, NHE et HBL a été prouvée in vitro dans des études antérieures (Dietrich et al.,

1999, 2005; Lund et al., 2000; Moravek et al., 2006; Priiss et al., 1999). L'entérotoxine
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T ne présentant aucune cytotoxicité ne peut probablement pas contribuer a une
intoxication alimentaire (Choma et Granum, 2002). Plusieurs études ont rapporté
qu'aucun des facteurs de virulence n'était capable, individuellement ou en combinaison,
d'expliquer complétement le potentiel cytotoxique des bactéries du groupe B. cereus
(Castiaux et al., 2016; Dietrich et al., 2005; JeBBberger et al., 2015; Miller et al., 2018).
Par contre, notre étude a confirmé que différentes combinaisons de déterminants
génétiques des entérotoxines sont associées de facon significative au potentiel
cytotoxique des bactéries. Par conséquent, 1'action combinée et possiblement synergique
de toxines multiples peut probablement expliquer le syndrome diarrhéique li¢ aux
bactéries du groupe B. cereus. La détection par PCR des génes hbl, nhe et cytK est utilisée
comme méthode d’identification des isolats entéro-toxinogénes du groupe B. cereus
(Granum et al., 1999; Granum, 2001; Lund et al., 2000). Les isolats qui possédent tous
les genes du complexe HBL, NHE, bceT ou cytK, sont a la fois dans la catégorie des
souches cytotoxiques et dans celle des souches non cytotoxiques. Ainsi, la présence d'un
gene de virulence ne garantit pas la production et la sécrétion de la toxine correspondante
(Gilois et al., 2007). Plusieurs études ont rapporté que lI'importance des entérotoxines est
déterminée par leurs niveaux d'expression et leurs combinaisons, qui sont caractéristiques
de la souche. Par exemple, la suppression de I'opéron 4b/ ou du géne cytK dans la souche
407 Cry de B. thuringiensis n'a pas affecté sa cytotoxicité (Ramarao et Lereclus, 2006),
tandis que l'inactivation de 1'opéron Ab/ dans la souche B. cereus ATCC 14579 a réduit
son activité cytotoxique et hémolytique (Lindbick et al., 1999). Apres suppression de
I'expression de HBL, la souche 407 de B. thuringiensis produit encore NHE et CytK,
tandis que la souche B. cereus ATCC 14579 ne peut compter que sur sa faible expression
de NHE. En outre, I'expression des génes de virulence n'est pas seulement influencée par
les caractéristiques génétiques de la souche, mais aussi par des parametres
environnementaux, tels que le type d'aliment, le pH et la température. De plus, Gilois et
al. (2007) ont démontré que certaines toxines, comme CytK, sont instables et ne persistent
pas plus que deux heures dans les surnageants d’une culture du groupe B. cereus. Par
conséquent, d'autres études devraient €tre menées pour évaluer I'expression ainsi que la
stabilité des toxines apres sécrétion.

Notre étude a montré que les les isolats du groupe B. cereus présentaient divers degrés de
sensibilité aux agents antimicrobiens testés. La variation entre les pourcentages de
sensibilité peut étre attribuée a des différences entre les antibiotiques utilisés, qu’il

s’agisse de leur origine géographique, de leur origine alimentaire (type d’aliment), du
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transfert de génes de résistance et/ou de leur propagation dans I’environnement (Agwa et
al., 2012). La majorité des isolats étudiés sont résistants a 1'ampicilline, ce qui concorde
avec plusieurs études antérieures montrant une résistance ¢levée du groupe B. cereus aux
antibiotiques de la famille des B-lactamines (Andrews et Wise, 2002; Lee et al., 2012;
Park et al., 2009). Cette résistance résulte de la production de la B-lactamase, enzyme
impliquée dans la dégradation de l'antibiotique (Park et al., 2009). La résistance des
souches du groupe B. cereus a la novobiocine est en accord avec les résultats de 1’¢tude
de AKklilu et al. (2016). Pour la tétracycline, 85,1% et 5,7% des souches y sont sensibles
et résistantes, respectivement. Le reste des isolats (9,2%) a manifesté une résistance
intermédiaire vis-a-vis de cet antibiotique. La sensibilité a la tétracycline pour la plupart
des souches a ¢été citée par Arslan et al. (2014) qui ont rapporté, pour une collection de
29 souches du groupe B. cereus, une sensibilité de 89,7% des souches a la tétracycline. A
l'inverse, Ankolekar et al. (2009) ont trouvé une résistance a la tétracycline dans 98%
des souches testées. La résistance a la tétracycline serait due a un transfert de génes. De
plus, I’oxytétracycline, qui est de la méme famille que la tétracycline, est trés utilisée dans
les ¢levages. Ces antibiotiques auraient les mémes mécanismes de résistance, ce qui
pourrait justifier en partie la résistance des isolats a la tétracycline. Les isolats de notre
collection sont généralement sensibles a la rifampicine, au chloramphenicol, a la
ciprofloxacine, a la gentamicine, a la streptomycine, a la kanamycine, a I’érythromycine,
et a la vancomycine. Ces résultats concordent avec d’autres études antérieures (Andrews
et Wise, 2002; Logan et Turnbull, 2003; Chaves et al., 2011 ; Chon et al., 2012).
Cependant, divers auteurs, dont Roy et al. (2007) et Merzougui et al. (2014), ont montré
que les bactéries du groupe B. cereus sont multi-résistantes. L'évaluation de la sensibilité
antimicrobienne des bactéries du groupe B. cereus a divers antibiotiques permet un
meilleur contrdle de ces bactéries lorsqu'elles sont impliquées dans des maladies d’origine
alimentaire et donc, une meilleure protection de la santé humaine.

3. Conclusion

Les isolats du groupe B. cereus ont fait I’objet d’une évaluation de leur pouvoir pathogéne
(présence de geénes de virulence, activité cytotoxique sur cellules Caco-2 et résistance aux
antibiotiques). Les résultats ont montré que les facteurs de virulence potentiels,
responsables du syndrome diarrhéique, sont distribués au sein des isolats du groupe B.
cereus. Cette distribution a permis de classer les isolats en douze groupes toxinogénes.

Les isolats sont multi-toxinogenes, hébergent au moins un des geénes de chacun des
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complexes NHE et HBL associé¢ ou non aux genes bceT, cytK-2 et ces. Apres incubation
en milieu BHI-YE a 30°C, 70,7% et 35% des souches se sont avérées cytotoxiques
(provoquant plus de 50% d'inhibition des cellules Caco-2) apres 18 h et 5 j,
respectivement. Un lien apparait clairement entre la cytotoxicité des souches et le type
d’aliment dont elles sont issues. Différents facteurs de virulence ou combinaisons de ces
facteurs sont significativement associés au potentiel cytotoxique des bactéries. La
majorité des isolats s’est montrée sensible a de nombreux agents antimicrobiens mais
présente une résistance a I'ampicilline et a la novobiocine. L’ensemble de ces données
souligne I’importance de contrdler le risque sanitaire associé a la présence de ces bactéries
dans les aliments tunisiens. Cependant, le nombre de bactéries consommées, ainsi que la

quantité de toxines produite par un isolat donné, déterminera le résultat.
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Résultats et Discussion Chapitre 3

1. Résultats
1.1. Isolement et évaluation du spectre d'hote des bactériophages
isolés
Au total, 62 isolats phagiques infectant le groupe B. cereus ont été isolés apres
enrichissement de quatre pools d’échantillons différents (P1- P4) prélevés au niveau de
la station expérimentale de Saint Symphorien (Plet P2) et la station d’épuration de
Cleunay (P3 et P4). L’enrichissement des 4 pools P1, P2, P3 et P4 a permis d’amplifier
16, 15, 19 et 12 bactériophages infectant le groupe B. cereus (Tableau 25). Afin de
sélectionner les phages a large spectre d’hote, des analyses des spectres lytiques de ces
62 bactériophages ont été réalisées contre les 174 isolats du groupe B. cereus de notre
collection. L'efficacité¢ lytique de chaque bactériophage sur la souche testée a été
confirmée par la formation de plages de lyse. Ces dernieres ont été classées comme
claires, modérément claires et troubles.
Sept phages infectant des isolats du groupe B. cereus (Q1BC478, @1BC3990,
02BC4663, B3BC4663, D3BC4663, D4BC4663(1), @4BC4663(2) et @1BC4663) ont
été sélectionnés pour avoir produit des plages de lyse claires contre un nombre maximal

d'isolats du groupe B. cereus. Les phages sélectionnés ont montré une efficacité lytique

allant de 8,6% a 13,2% (Tableau 26).
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Tableau 25 : Détails de I’isolement des bactériophages infectant les isolats du groupe B.
cereus provenant d’aliments tunisiens collectés en Tunisie entre avril 2014 et avril 2015.

Pool Nombre Nom des phages isolés
d’échantillons d’isolats
phagiques
obtenus
P1 16 O1BC13, O1BC14, O1BC18, 31BC27, @1BC28, J1BC396,

01BC478, O1BC499, B1BC2893, @1BC2976, B1BC3296,
01BC3940, ©1BC3990, O1BC4663, O1BC4785 et
01BC4851

P2 15 02BC12, ©92BC13, 02BC14, ©92BC27, ©2BC28, @2BC396,
02BC2893, 02BC2976, ©@2BC3296, ¥2BC3990, B2BC4663,
02BC4785, ¥2BC4851, 92BC4855 et 92BC5659

P3 19 03BC13, ©3BC14, 03BC18, 03BC24, O3BC27, @3BC396,
03BC478, ©3BC2893, ¥3BC3296, B3BC3940, B3BC3990,
03BC4160, 93BC4165, D93BC4663, B3BC4785, B3BC4851,
O3BC4855, O3BC5659 et O3BCE10

P4 12 04BC13, ©04BC24, 04BC27, ©4BC396, O4BC478,
04BC2893, ©4BC3990, ©04BC4663(1), ©@4BC4663(2),
04BC4785, ¥4BC4851 et W4BCE10

e PI1,P2: 2 pools d’échantillons prélevés de la station expérimentale de Saint Symphorien

v" Pl comprend 15 échantillons d’effluents d’élevage (bassins de décantation (7),
effluents de porcs (5) et effluents de volailles (3)), 6 échantillons de déchets fécaux et
4 échantillons de sol.

v' P2 contient 8 échantillons d’effluents d’élevage (effluents de lapins (3) et bassins de
décantation (5)), 7 échantillons de lisier, 5 échantillons de déchets fécaux et 5
échantillons d'eaux de lavage

e P3,P4:2 pools d’échantillons des eaux usées non traitées et traitées, respectivement prélevés de
la station d’épuration de Cleunay.

Tableau 26 : Sé¢lection de bactériophages infectant les isolats du groupe B. cereus provenant
d’aliments tunisiens collectés en Tunisie entre avril 2014 et avril 2015, sur la base de leur
spectre d'hotes et de leur efficacité lytique. Cette derniére se traduits par un pourcentage
d’isolats lysés (le pourcentage est calculé a partir de l'infection par les 174 isolats du
groupe B. cereus).

Bactériophages isolés efficacité de lyse (% d’isolats
lysés)

O1BC4663 8,6

V4BC4663(1) 9,7

V4BC4663(2) 10,3

02BC4663 10,3

03BC4663 12,6

D1BC478 13,2

01BC3990 13,2
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1.2. Caractérisation des bactériophages

1.2.1. Caractérisation morphologique

Les 7 bactériophages sélectionnés ont été examinés au microscope électronique a
transmission (MET) (Figure 14). Sur la base de leurs caractéristiques morphologiques,
tous les phages ont été considérés comme appartenant a la famille des Siphoviridae de
Caudovirales (Ackermann, 2003) parce qu'ils présentaient une téte icosaédrique typique
et une longue queue flexible et non contractile. Les dimensions et les caractéristiques des
bactériophages isolés sont données dans le Tableau 27. Parmi les phages isolés, certains
présentent des tétes claires tandis que d'autres, des tétes sombres. Les prermiéres

correspondent a une perte de I’acide nucléique (Giuseppe et al., 2018 ; Lee et al., 2011).

Tableau 27: Caractéristiques morphologiques révélées par observation au MET des
phages infectant les isolats du groupe B. cereus provenant d’aliments tunisiens collectés
en Tunisie entre avril 2014 et avril 2015.

Phages Caractéristiques Longeur Diametre de Famille
totale (nm) la téte (nm)
J1BC478 Téte icosaédrique, queue non contractile 330,5 75,0 Siphoviridae
?1BC3990 Téte icosaédrique, queue non contractile 4114 125,5 Siphoviridae
2BC4663 Téte icosaédrique, queue non contractile 340,0 113,3 Siphoviridae
D3BC4663 Téte icosaédrique, queue non contractile 355,6 86,4 Siphoviridae
04BC4663(1) Téte icosaédrique, queue non contractile 200,3 87,5 Siphoviridae
D4BC4663(2) Téte icosaédrique, queue non contractile 337,7 112,0 Siphoviridae
B1BC4663 Téte icosaédrique, queue non contractile 3142 97,61 Siphoviridae
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(0)

Figure 14: A-G : Micrographies de MET montrant les bactériophages sélectionnés
infectant les isolats du groupe B. cereus provenant d’aliments tunisiens collectés en
Tunisie entre avril 2014 et avril 2015. La coloration a été réalisée a l'acétate d'uranyle
aqueux a 2%.

(A) G1BCA478 ; (B) 91BC3990 ; (C) B2BC4663 ; (D) F3BC4663 ; (E) ©94BC4663(1) ; (F) 94BC4663(2)
et (G) O1BC4663. Le grossissement est de 100 000x (B, D et F), 120 000x (C et G) et 150 000x (A et E).
La barre d'échelle indique 100 nm.

1.2.2. Etude des profils protéiques

Une autre étape de caractérisation des bactériophages est I’analyse des protéines
structurales, par la réalisation d’une électrophorése en gel de polyacrylamide (SDS-
PAGE) color¢ au bleu de coomassie (Figure 15). Un profil similaire a été¢ observé pour
les phages ¥2BC4663 (piste 4) et @4BC4663(2) (piste 9) avec quatre bandes protéiques
prédominantes, correspondant a environ 220, 180, 39 et 28 kDa. Pour les phages
@1BC3990, B3BC4663, ¥4BC4663(1), @1BC4663, deux bandes protéiques majeures
ont été mises en évidence, de 39 et 32 kDa pour @1BC3990 (piste 3) ; 39 et 28 kDa pour
D3BC4663 (piste 6) ; 39 et 31 kDa pour @4BC4663(1) (piste 7) et 42 et 31 kDa pour
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D1BC4663 (piste 11). Pour le phage O1BC478 (piste 2) quatre bandes protéiques
majeures sont apparues a 120, 50, 39 et 28 kDa.
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Figure 15: Analyse, par SDS-PAGE, des protéines structurales des bactériophages
sélectionnés, infectant les isolats du groupe B. cereus provenant d’aliments tunisiens

collectés en Tunisie entre avril 2014 et avril 2015.
Pistes 1, 5, 8 et 10 : Marqueur de masse moléculaire (le Precision Plus Protein ™ unstained standards (Bio-
Rad)). Pistes 2, 3, 4, 6, 7, 9 et 11 : @1BC478, G1BC3990, B32BC4663, B33BC4663, D4BC4663(1),
D4BC4663(2) et @1BC4663, respectivement.

désigne les bandes des protéines majeures dans chaque piste
1.2.3. Caractérisation génomique
Pour la digestion de I’ADN des bactériophages isolés, I’action de 5 enzymes de restriction
a ¢été testée (BamHI, EcoRI, Hindlll, Hin6l et Taql). La digestion de I’ADN génomique
des 7 phages isolés par EcoRI, Hin6l et Tagl montrent des profils de restriction
interprétables (Figure 16). Les profils obtenus étaient identiques pour les phages étudiés.
Cependant, ceux obtenus par ’emploi de BamHI et HindIIl ne sont pas clairement
visibles et sont difficile a interpréter.
Les profils de restriction par EcoRI, Hin61 et Taql ont permis de déterminer la taille des
génomes des bactériophages par une addition de la taille des bandes obtenues apres
digestion. Ainsi, une taille des génomes de 37 kb similaires pour tous les 7 phages étudiés

a été calculée.

Ces résultats révelent que les 7 phages isolés sont trés similaires et probablement tres

proches.
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1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 1718 19 20 21 22 23 24 25

Figure 16: Profils de restriction du génome de sept phages infectant les isolats du groupe
B. cereus provenant d’aliments tunisiens collectés en Tunisie entre avril 2014 et avril
2015.

Digestion par Tagql ( pistes 2 a 8), digestion par Hin6I (pistes 10 a 16 ) et digestion par EcoRI (pistes 18 a
24). Pistes 1, 9, 17 et 25 : Marqueur moléculaire (SmartLadder 10 kb).

2. Discussion

Les phages infectant le groupe B. cereus sont retrouvés dans différents environnements
naturels: sur le sol, dans les boues, dans les déchets alimentaires et les eaux usées ainsi
que dans les aliments fermentés (Lee et al. 2013; Oh et al., 2017, Shin et al. 2011, 2014).
Dans cette étude, nous avons recherché des bactériophages infectant le groupe B. cereus
dans des eaux usées de différentes origines (P1- P4).

Une phase d'enrichissement spécifique au moyen d’un mélange de 174 isolats du groupe
B. cereus a été mise au point afin d'amplifier un éventuel faible nombre de phages présents
dans un échantillon et ainsi d’augmenter la probabilité de les trouver. Les études de
Giuseppe et al. (2018) et Surekhamol et al. (2013) utilisent ce protocole expérimental
pour isoler une variété de phages infectant les souches de Campylobacter jejuni et Vibrio
harveyi, respectivement. Parmi les 62 phages isolés, 7 phages ont été choisis pour
approfondir la caractérisation en raison de leur spectre lytique €largi et de la qualité des
plages de lyse. Tel que rapporté dans des études antérieures (Giuseppe et al., 2018 ;
Shivu et al., 2007 ; Surekhamol et al., 2013), les phages qui forment des plages de lyse
claires ont un large spectre d’hotes. L'efficacité lytique des phages sélectionnés differe

d’un phage a I’autre (Tableau 26) et est probablement due a la diversité des récepteurs
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phagiques sur la paroi des souches testées ou a la présence ou 1I’absence de mécanismes
de résistance aux phages chez ces souches (Bielke et al., 2007 ; Duckworth et al., 1981).
Les phages qui présentent sont de bons candidats en tant qu’agents de biocontrole dans
l'industrie agroalimentaire. L'analyse par MET a montré que les bactériophages que nous
avons isolés sont des membres de la famille des Siphoviridae. Cette constatation concorde
avec les études de Geng et al. (2017) et de Oh et al. (2017). Par contre, d'autres études
ont montré que d’autres bactériophages infectant le groupe B. cereus appartiennent a la
famille des Myoviridae (Bandara et al., 2012 ; El-Arabi et al., 2013 ; Lee et al. 2011 ;
Lee et al. 2013 ; Peng et Yuan., 2018 ; Shin et al. 2011). De plus, tel que rapporté par
Giuseppe et al. (2018) et Lee et al. (2011), la MET a permis de distinguer les particules
infectieuses a téte sombre des particules vides a téte claire. Ces dernieres sont le résultat
d'une perte du matériel génétique, potentiellement due a des facteurs de stress (par
exemple la chaleur, les rayons UV, les hautes pressions) (EFSA, 2009). L'activité lytique
des phages vides est due aux enzymes phagiques dégradant la paroi cellulaire et non a la
réplication de I’ADN (Abedon, 2011 ; EFSA, 2009). L'analyse morphologique a permis
la caractérisation et la comparaison des phages, ce qui est une étape préalable a leur
utilisation en tant qu’agent de biocontrdle (Aprea et al., 2015).

Les protéines structurales majeures des sept phages isolés ont été analysées par SDS-
PAGE. Les phages @2BC4663 et 94BC4663(2) présentent un profil protéique similaire.
Le profil protéique des autres phages varie d'un phage a l'autre. Ainsi, les protéines
structurales sont spécifiques a chaque phage, méme si le phage appartient a la méme
famille. Des résultats similaires ont déja été rapportés avec des bactériophages spécifiques
d’E. coli (Hantke, 1978) et de Salmonella (Ngangbam et Devi, 2014). La diversité des
profils protéiques pourrait étre responsable de la différence des spectres d'hotes et de la
morphologie des plages de lyse des phages. L'analyse des protéines structurales est ainsi
un moyen de morphotypage, de caractérisation et de différenciation des phages
(Ngangbam et Devi, 2014).

Tous les phages isolés ont des profils de restriction similaires permettant d’évaluer une
taille de génome estimée a 37 kb environ, ce qui peut laisser penser qu’ils sont
probablement apparentés. La taille du génome des phages infectant le groupe B. cereus
est comparable a celle publiée dans des études antérieures (Klumpp et al., 2010 ; Yuan
et al., 2014). Cependant, des phages spécifiques au groupe B. cereus ont été décrits
comme ayant une taille de génome de plus de 130 kb (Lee et al., 2011 ; NCBI Entrez

Genome, 2008 ; Stewart et al., 2009). L'analyse comparative des profils de restriction a
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montré que les génomes des phages isolés présentaient une forte similitude. Ces résultats
concordent avec ceux obtenus dans des études antérieures qui ont rapporté que neuf
phages spécifiques au groupe B. cereus présentaient une congruence génétique ¢élevée. Il
s'agit des phages Gamma, Cherry, WB et Fah, qui infectent des souches de B. anthracis
et de B. cereus (Fouts et al., 2006 ; Minakhinet al., 2005 ; Schuch et Fischetti, 2006) ;
phIS3501, BtCS33 et phiCM3 qui infectent des souches de B. thuringiensis (Moumenet
al, 2012 ; Yuan et al. 2012 ; Yuan et al. 2014) ; et BceAl et SpaAl, qui infectent des
souches de B. thuringiensis et de B. cereus (Swansonet al., 2012). Les résultats de ces
études suggerent que les bactériophages ayant des génomes similaires sont susceptibles
de se retrouver dans une variété d'environnements.

Bien que les génomes de ces phages soient dans 1'ensemble tres similaires, plusieurs génes
présentent une grande diversité, et des régions tres variables dans les génomes ont été
observées, comme les genes codant des protéines ayant des fonctions dans la lyse de I'hote
et dans la réplication de I'ADN (Yuan et al., 2014). Le séquengage du génome des phages
isolés dans ce travail pourrait permettre de mieux les comparer.

3. Conclusion

Au total, 62 bactériophages infectant le groupe B. cereus ont été isolés apres
enrichissement de quatre pools d’échantillons différents (P1- P4). La phase
d'enrichissement spécifique a été¢ mise au point afin d'amplifier un supposé faible nombre
de particules phagiques présentes dans un échantillon et ainsi d’augmenter la probabilité
de les isoler. Afin de sélectionner les phages a large spectre d’hote, des analyses des
spectres lytiques de ces 62 bactériophages ont été réalisées contre les 174 isolats du
groupe B. cereus de notre collection. Sept phages ont été sélectionnés pour des études
ultérieures en raison de leur large spectre lytique et de la qualité de plages de lyse qu’ils
sont capables de former. Les phages sélectionnés ont montré une efficacité lytique allant
de 8,6% a 13,2% sur les isolats du groupe B. cereus testés.

Les 7 bactériophages sélectionnés ont été examinés au MET. Sur la base de leurs
caractéristiques morphologiques, tous les phages ont été considérés comme appartenant
a la famille des Siphoviridae de 1’ordre des Caudovirales. L’observation des
bactériophages au MET a permis de distinguer des particules infectieuses a téte sombre
des particules vides a téte claire.

Les protéines structurales majeures des sept phages isolés ont été analysées par SDS-

PAGE. A I’exception de deux phages qui présentaient un profil protéique similaire, les 5
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autres phages possédaient chacun un profil protéique unique. La diversité des profils
protéiques pourrait étre ainsi le reflet des différences observées entre les spectres d'hotes
et la morphologie des plages de lyse.

L’action de 3 enzymes de restriction (EcoRI, Hin6l et Taql) a été testée sur ’ADN des 7
bactériophages. Tous les phages isolés présentent des profils de restriction similaires avec
une taille de génome estimée a 37 kb environ. Ces résultats révélent que les 7 phages
isolés sont trés similaires et qu’ils sont probablement apparentés. Le séquencage des
phages isolés pourrait permettre de mieux connaitre la composition génomique de ces

phages et de les différencier.
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1. Résultats
1.1. Efficacité du traitement phagique curatif pour la réduction de

biofilms formés par les bactéries du groupe B.

La capacité des 7 phages, précédemment sé¢lectionnés, a éliminer des biofilms de bactéries
du groupe B. cereus formés sur des coupons en inox pendant 24, 48 et 72 h a été évaluée.
Le post-traitement phagique a été effectué¢ en mettant différents titres (5-8 log UFP/mL)
de chacun des phages au contact des biofilms préformés pendant 6 h a 30°C.

Les effets du post-traitement phagique sur les biofilms préformés sont exprimés en
pourcentage de réduction du biofilm (Figure 17). Tous les titres des différents phages (5-
8 log UFP/mL) se sont avérés efficaces contre le biofilm agé de 24 h. Les pourcentages
de réduction sont alors de 28,0 a 59,4%, 22,5 a 49,1%, 18,4% a 42,1% et 6,1 a 32,2%
pour des titres de 8, 7, 6 et 5 log UFP/mL, respectivement.

L'activité d'éradication de la biomasse la plus élevée (59,4%) a été observée avec le phage
(J4BC4663(2) a un titre de 8 log UFP/mL contre un biofilm agé de 24 h. Les résultats ont
montré que seuls des titres supérieurs a 6 log UFP/ mL sont efficaces sur un biofilm agé
de 48 h. Aucune activité d'éradication n’a été¢ observée avec les phages ¥2BC4663,
B4BC4663(1) et @4BC4663(2) apres traitement des biofims agés de 48 h avec un titre de
5 log UFP/mL. L 'efficacité d'éradication des biofilms la plus élevée est d'environ 37%
avec des titres allant de 7 a 8 log UFP/mL pour le phage @1BC3990. L'efficacité¢ des
bactériophages est considérablement réduite sur les biofilms agés de 72 h. Aucune activité
d'éradication n'a été détectée pour tous les titres testés des phages O1BC3990 et
(J2BC4663. Cependant, un traitement avec 8 log UFP/mL du phage @1BC4663 s'est
avére le plus efficace contre les biofilms agés de 72 h et a engendré un pourcentage de

réduction de 25,6%.
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Figure 17: (A-G) : Effet des traitements bactériophagiques curatifs a différents titres (5-8 log UFP/mL) sur des biofilms
préformés sur coupons en inox et agés de 24, 48 et 72h. Les résultats sont exprimés en pourcentages d'éradication des biofilms.
Les barres représentent 1'écart-type. (A) phage @1BC478, (B) phage ©@1BC3990, (C) phage @2BC4663, (D) phage @3BC4663, (E) phage
Q4BC4663(1), (F) phage @4BC4663(2) et (G) phage G1BC4663. 134
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1.2. Efficacité du traitement phagique préventif pour l'inhibition de

la formation de biofilms par les bactéries du groupe B. cereus

L'efficacité des différents titres (5 a 8 log UFP/mL) de chacun des 7 phages isolés a
inhiber la formation d’un biofilm a différentes périodes d'incubation (24, 48 et 72 h) a
30°C, a été évaluée. Ce test consiste a mettre une suspension de la souche hote et du phage
approprié en contact de coupons en inox contenus dans des plaques de 24 puits et incubée
pendant pendant 24, 48 et 72 h

Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d'inhibition de la formation du biofilm
(Figure 18). Les différents titres des phages testés pourraient prévenir la formation de
biofilms & la fin des périodes d'incubation de 24 et 48 h, avec des pourcentages
d'inhibition variant de 65,3 a 97,1% et de 48,2 a 91,9%, respectivement. La capacité
d'inhibition de tous les phages testés s'est avérée moins efficace a la fin de la période
d'incubation la plus longue (72h). Le pourcentage d'inhibition varie de 16,8 a 28,4%, de
37,9 a 58,3%, de 66,7 a 76,8% et de 79,1 a 87,1% pour les titres 5, 6, 7 et 8 PFU/mL,
respectivement. La plus forte inhibition (97,1%) a été observée avec le traitement par le
phage @4BC4663(1) a un titre de 8 PFU/mL aprées 24 h de formation du biofilm. Pour le
biofilm agé de 48 h, le phage @3BC4663 révele le pourcentage d'inhibition le plus élevé
(91,1%) a un titre de 8 log PFU/mL. L'efficacité d'inhibition la plus faible a été observée
avec le phage @1BC478, quel que soit le titre testé et quel que soit I’age du biofilm (24,
48 ou 72 h).
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Figure 18: (A-G) : Effets des traitements bactériophagiques a différents titres (5-8 log UFP/mL) au cours de la formation
des biofilms sur coupons en inox pour des durées de 24, 48 ou 72h. Les résultats sont exprimés en pourcentages d'éradication

des biofilms.
Les barres représentent 1'écart-type. (A) phage @1BC478, (B) phage ©@1BC3990, (C) phage @¥2BC4663, (D) phage ©3BC4663, (E) phage 136
04BC4663(1), (F) phage @4BC4663(2) et (G) phage @1BC4663.
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2. Discussion

Tous les titres (5 a 8 log PFU/mL) testés de chacun des 7 bactériophages isolés se sont
montrés plus efficaces pour prévenir la formation d’un biofilm (traitement préventif) que
pour I’éradiquer (traitement curatif). En effet, les réductions sont environ trois fois plus
élevées avec le traitement préventif (de 0,1 a 1,5 log UFC/cm?) qu’avec le traitement
curatif (de 0 a 0,5 log UFC/cm?). Ces résultats corroborent ceux obtenus lors de
I’utilisation d’un bactériophage pour 1’éradication et 1’inhibition de la formation des
biofilms d'E. coli O157:H7 (Sharma et al., 2005). En effet, une réduction de 1,2 log
UFC/cm? du niveau d’adhésion bactérienne a été observée en présence du bactériophage.
Cependant, le méme traitement phagique n'a pas pu réduire de fagon significative le
biofilm préformé dans les mémes conditions. Karaca et al. (2015) ont montré que le
bactériophage P22 a été, quant a lui, beaucoup plus efficace pour inhiber la formation
d’un biofilm de Salmonella enterica (de 0,08 a 1,2 log UFC/cm?) que pour 1’éradiquer
(de 0 a 0,5 log UFC/cm?). Afin d’éradiquer un biofilm, les phages doivent pouvoir
atteindre les bactéries qui sont englobées dans ce dernier et s’attacher aux récepteurs
spécifiques présents a la surface bactérienne. Cependant, la nature complexe d’un biofilm
confronte le phage a plusieurs difficultés qui I’empéchent d’agir efficacement. La matrice
du biofilm constitue une premiere barrieére a I’initiation du processus d’infection. Cette
structure complexe limite la diffusion du phage et diminue son accessibilité a la bactérie
héte (Pires et al., 2017). Par ailleurs, les polyméres qui la composent peuvent masquer
les récepteurs phagiques et ainsi entraver le processus d’infection. Un deuxi¢me frein a
I’éradication des biofilms par les phages est 1i¢ a 1'état physiologique des cellules du
biofilm (Abedon, 2016 ; Gong et Jiang, 2017 ; Gutiérrez et al., 2016). En effet, les
cellules persistantes ou en phase stationnaire, a activité métabolique réduite, qui se
trouvent enfermées dans les biofilms sont moins susceptibles d’étre lysées par les phages.
En effet, les phages infectent préférentiellement les cellules planctoniques en phase
exponentielle de croissance avant que celles-ci ne forment un biofilm (Heringa et al.,
2010; Jamal et al.,, 2015; Kinley, 2009; Pires et al., 2017). L’application des
bactériophages pendant I'étape de fixation bactérienne est ainsi plus efficace que sur les
biofilms matures puisque les phages, appliqués de maniere préventive, ne font pas face a
toutes ces contraintes. Cela explique pourquoi le traitement préventif s’est généralement

montré plus efficace que le traitement curatif.
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Néanmoins, les phages ont évolué pour surmonter les barriéres imposées par les biofilms.
En effet, certains possédent une activité polysaccharide dépolymérase qui leur permet de
dégrader spécifiquement les polymeres de la matrice. Cette caractéristique constitue un
avantage important, étant donné qu’elle encourage le processus d’invasion du phage dans
les couches profondes du biofilm ainsi que la dispersion de la matrice (Labrie et al.,
2010). Par ailleurs, les phages sont capables de pénétrer via les canaux du biofilm, au
méme titre que 1’eau et les ¢léments nutritifs. Enfin, la densité en bactéries dans un biofilm
est trés ¢élevée, ce qui facilite I’action des bactériophages en permettant une infection
rapide et efficace (Harper et al., 2014). Nos résultats ont montré que I'dge du biofilm
influence I’efficacité curative des bactériophages sur les biofilms matures. Ceci est en
accord avec les résultats des recherches de Corbin et al. (2001) et Sharma et al. (2005)
qui ont montré que les réductions significatives de biofilms (allant de 1 4 6 log UFC/cm?)
dépendent des constituants du biofilm, de 1'age du biofilm, de la sélection du phage et de
la durée du traitement. Il est montré qu’un traitement curatif appliqué sur une période de
temps plus étendue permettrait probablement d’atteindre des réductions importantes
(Soni et Nannapaneni, 2010). En effet, il est possible qu’une application sur une période
de temps plus étendue permette au phage de dégrader davantage la matrice du biofilm et
d’atteindre sa cible. Cependant, d’autres études ont montré que le traitement
bactériophagique n'est pas assez efficace lorsqu'il est prolongé. En effet, La formation du
biofilm sera reprise en raison de la diminution de la concentration des phages (karaca et
al., 2015) ou de la sélection de variants bactériens résistants aux phages, qui nuiraient a
l'efficacité du traitement (Hudson et al., 2005 ; karaca et al, 2015 ; Sadekuzzaman et
al., 2018). Comme 1'ont signal¢ Donlan (2009) et Labrie et al (2010), la résistance aux
phages des biofilms de laboratoire pourrait étre due a des mutations ou a des pertes des
récepteurs bactériens aux phages. Cependant, les phages peuvent surmonter certaine
forme de résistance bactérienne en s'adaptant a de nouveaux récepteurs (Samson et al.,
2013). De plus, au moment de la lyse bactérienne provoquée par les bactériophages,
I'ADN extracellulaire bactérien peut se libérer et s'accumuler a une concentration
suffisante pour intervenir dans la reconstitution du biofilm (Goédeke et al., 2011).

Par ailleurs, afin d’améliorer I’efficacité des phages en tant qu’agents de biocontrdle, ces
derniers pourraient étre utilisés en combinaison avec d’autres méthodes de désinfection
ou d’¢limination des biofilms. En effet, I’application préalable d’enzymes ou un
traitement mécanique aurait pour conséquence de fragiliser le biofilm et de permettre aux

phages d’accéder plus aisément aux bactéries cibles. Zhang et Hu (2013) ont montré que
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I’effet d’un phage combiné avec du chlore était plus efficace que chacun des traitements
appliqués seuls pour éradiquer un biofilm formé par P. aeruginosa.

L’utilisation des coupons en inox pour les tests de formation des biofilms nous a permis
de nous rapprocher des conditions retrouvées en IAA. Cependant, les biofilms rencontrés
en IAA sont généralement formés de plusieurs especes. Il serait donc intéressant de
réitérer nos expériences sur des biofilms formés par des bactéries du groupe B. cereus
associ¢es avec d’autres genres bactériens tels que Staphylococcus, Pseudomonas, et
Enterobacter qui figurent parmi ceux problématiques et persistants sur les surfaces en
contact avec les aliments en industrie laitiere (Sharma et Anand, 2002), en industrie de
la viande (Schlegelova et al., 2010) et en industrie des produits de la mer (Bagge-Ravn
et al., 2003).

3. Conclusion

Les bactériophages sont des agents de biocontrole qui pourraient étre utilisés pour lutter
contre la formation ou la présence des biofilms formés de bactéries du groupe B. cereus.
La capacité des 7 bactériophages isolés a différents titres (5 a 8 log UFP/mL) pour lutter
contre les biofilms formés de bactéries du groupe B. cereus a été évaluée. Deux
traitements ont été testés : I’un est préventif, ’autre est curatif. Le traitement préventif
s’est avéré relativement efficace pour prévenir la formation d’un biofilm (réduction allant
de 0,1 a 1,5 log UFC/cm? par rapport au contrdle). Les différents titres de phages testés
(5 a 8 log PFU/mL) pourraient prévenir la formation de biofilms a la fin des périodes
d'incubation de 24 et 48 h, tandis que des titres plus €élevés se sont avérés efficaces apres
72 h d’incubation. Le traitement curatif a permis de réduire la densité bactérienne d’une
valeur allant de 0 4 0,5 log UFC/cm?. Bien que cette derniére expérience ait démontré le
potentiel des bactériophages a détruire un biofilm, les réductions obtenues sont moindres
que celles obtenues lors du traitement préventif, surtout pour les biofilms agés de 72 h.
Le pourcentage d’inhibition de la formation du biofilm et la réduction du biofilm
préformé ont atteint jusqu'a 97,1 et 59,4%, respectivement. Cette baisse d’efficacité est
sans doute li¢e a la présence d’une matrice complexe qui constitue un frein a la destruction
des biofilms car cette structure limite la diffusion du phage et diminue son accessibilité a
la bactérie hote. Un deuxieme frein a I’éradication des biofilms par les phages est li¢ a
I'état physiologique des cellules du biofilm. En effet, les cellules persistantes ou en phase
stationnaire, a activit¢é métabolique réduite, qui se trouvent enfermées dans les biofilms

sont moins susceptibles d’étre lysées par les phages. Les phages, appliqués de manicre
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préventive, ne font pas face a toutes ces contraintes car ils infectent préférentiellement les
cellules planctoniques en phase exponentielle de croissance, avant que celles-ci ne
forment un biofilm. Cela explique pourquoi le traitement préventif s’est généralement
montré plus efficace que le curatif. Par ailleurs, afin d’améliorer 1’efficacité du traitement
curatif, les phages pourraient étre utilisés en combinaison avec d’autres méthodes de
désinfection ou d’¢élimination des biofilms. Puisque les biofilms rencontrés en IAA sont
généralement formés par plusieurs especes, il serait intéressant de réitérer les expériences

sur des biofilms multi-especes.
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Conclusion Générale

Les membres du groupe B. cereus sont présents dans de nombreux aliments qui peuvent,
suivant les souches, s’en trouver altérés ou s’avérer dangereux pour la consommation.
Leur contrdle constitue dés lors une préoccupation majeure.

En Tunisie, a notre connaissance, aucun travail n’a porté sur la contamination des produits
alimentaires par le groupe B. cereus ni sur les moyens de lutte permettant de maitriser les
risques associés a cette contamination.

L'objectif principal de la présente thése a été scindé en deux volets majeurs. Le premier
volet consistait a isoler des souches du groupe B. cereus dans différentes matrices
alimentaires, a étudier leur diversité génétique et a évaluer le niveau de risque en matiere
de sécurité sanitaire des aliments. Le deuxieme volet consistait a isoler et caractériser des
bactériophages infectant le groupe B. cereus dans le but d’évaluer leur efficacité comme
moyen de lutte contre les biofilms pouvant se former a la surface des installations en IAA.
En ce qui concerne I’isolement des souches, apres analyse de 687 aliments, le groupe B.
cereus a pu étre détecté dans 191 d’entre eux et ce travail a donné lieu a la création d’une
collection de 191 isolats. Pour 77,5% des échantillons, le taux de contamination s’est
avére étre inférieur a 3 log UFC/ g ou mL. Ils peuvent donc étre considérés comme étant
de qualit¢ microbiologique satisfaisante et présentent un risque faible pour le
consommateur. Cependant, cette charge bactérienne peut rapidement augmenter et
atteindre un niveau dangereux en cas de rupture de la chaine du froid ou de celle du chaud.
Les isolats présomptifs du groupe B. cereus ont fait I’objet d’une identification par un test
PCR ciblant la séquence du géne sspE, spécifique du groupe. Ainsi, 174 isolats se sont
avérés positifs et ont constitué la collection qui a servi par la suite au reste des études.
Divers tests de caractérisation ont été réalisés. Des tests PCR ciblant des séquences
signatures spécifiques des bactéries mésophiles et psychrotrophes ont été réalisés,
permettant ainsi de différencier les deux groupes thermiques. Un profil thermique dit
« intermédiaire » a été mis en évidence pour I’ensemble de la collection. Ce profil est
caractérisé par la coexistence de deux séquences signatures, 1’'une propre aux bactéries
psychrotrophes et I’autre aux bactéries mésophiles, portées toutes deux par le gene codant
I’ARNTr 16S. L’affiliation phylogénique des isolats du groupe B. cereus a révelé une
prédominance du groupe phylogénétique III (60,9%), 'un des groupes les plus
cytotoxiques susceptibles de présenter un risque potentiel pour le consommateur. La forte

prévalence d'isolats appartenant au groupe III pourrait étre associée a la transformation et
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/ ou au stockage d'aliments cuits, souvent a des températures abusives et/ou a un stockage
prolongé a haute température. Les différents isolats du groupe B. cereus ont été soumis a
une ¢tude de diversité avec les méthodes PFGE et ERIC-PCR. L'analyse des profils PFGE
et ERIC-PCR a permis de discriminer 143 et 99 clusters différents, respectivement.
L’¢étude du pouvoir d’adhésion sur I’inox a montré I’importance de 1’état physiologique
des souches (spores ou cellules végétatives) dans leur capacité d’adhésion. Pour 73% des
isolats de la collection, les spores adheérent mieux que les cellules végétatives. La forte
adhésion observée peut avoir des implications néfastes pour 1’hygiene des surfaces, les
biofilms étant connus pour étre difficiles a éliminer lors des opérations de nettoyage et
désinfection. La distribution des facteurs de virulence au sein de la collection a permis de
classer les souches en douze groupes toxinogenes. Tous les isolats ont été multi-
toxinogenes, hébergeant au moins un des geénes de chacun des complexes NHE et HBL
associés ou non aux genes bceT, cytK-2 et ces.

Néanmoins, cela ne signifie pas que les souches sont toxiques ou qu’elles produisent une
ou des toxine(s). Ainsi, leur cytotoxicité sur les cellules Caco-2 a été étudi¢e. Apres
incubation en milieu BHI-YE a 30°C, 70,7% et 35% des souches se sont avérées
cytotoxiques (provoquant plus de 50% d'inhibition des cellules Caco-2) apres 18 het 5 j,
respectivement. Différentes combinaisons des facteurs de virulence ont été associées de
facon significative au potentiel cytotoxique des bactéries. De plus, un lien apparait
clairement entre la cytotoxicité des souches et le type d’aliment dont elles sont issues. La
majorité des souches s’est montrée sensible a de nombreux agents antimicrobiens mais
présentait une résistance a I'ampicilline et a la novobiocine.

Le deuxieme volet de ce travail était d’isoler et de caractériser des bactériophages
infectant les bactéries du groupe B. cereus. Pour ce faire, des prélevements
environnementaux ont été testés sur les 174 isolats de la collection bactérienne. Soixante-
deux isolats phagiques ont été obtenus (un isolat correspondant & une plage de lyse
provenant du test d’un échantillon environnemental sur une souche donnée). Chaque
phage a été propagé sur sa souche sensible puis chaque propagation phagique obtenue a
¢été testée sur les 174 isolats afin de définir son spectre d’hote. Sept phages ont été choisis
pour la suite des études, en raison de leur large spectre et de la qualité des plages de lyse
formées. Les phages sélectionnés ont montré une efficacité lytique sur les isolats de B.
cereus testés, allant de 8,6% a 13,2%.

L’observation des sept bactériophages sélectionnés au MET montrent que ces derniers

appartiennent a la famille des Siphoviridae de I’ordre des Caudovirales.
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Les protéines structurales majeures des phages isolés ont été analysées par SDS-PAGE.
A D’exception de deux phages qui présentaient un profil protéique similaire, les 5 autres
phages possédaient chacun un profil protéique unique. Les génomes des phages isolés
présentent des profils de restriction similaires permettant d’estimer une taille de 37 kb
environ. Ces résultats révelent que les 7 phages isolés sont trés similaires et qu’ils sont
probablement apparentés. Le séquencage de leurs génomes pourrait permettre de mieux
comprendre leur nature et de les différencier.

Finalement et dans le but d’évaluer la capacité des bactériophages isolés a lutter contre
les biofilms, deux traitements ont été testés : I’un, préventif et ’autre, curatif. Bien que le
traitement curatif ait démontré le potentiel des bactériophages a éradiquer un biofilm, les
réductions obtenues (allant de 0 a 0,5 log UFC/cm?) sont moindres que celles du
traitement préventif (réduction variant entre 0,1 et 1,5 log UFC/cm?), surtout pour les
biofilms agés de 72 h. Le traitement préventif s’est généralement montré plus efficace
que le traitement curatif, avec un pourcentage d’inhibition de la formation du biofilm
atteignant jusqu'a 97,1% et un pourcentage de la réduction du biofilm préformé pouvant
atteindre 59,4%. Dans ce dernier cas, cette baisse d’efficacité est liée a la présence d’une
matrice complexe qui limite la diffusion du phage et diminue son accessibilit¢ a la
bactérie hote mais aussi, a 1'état physiologique des cellules du biofilm. En effet, les
cellules persistantes ou en phase stationnaire a activité métabolique réduite qui se trouvent
enfermées dans les biofilms sont moins susceptibles d’étre lysées par les phages.

Ce travail confirme le risque sanitaire lié¢ a la présence de bactéries du groupe B. cereus
et le role des bactériophages comme outil prometteur pour le biocontrdle de ces bactéries

pathogenes et d’altération au sein de la filiere agro-alimentaire.

Perspectives

Les perspectives envisageables en prolongement direct de cette thése concernent 5
objectifs importants :
1. La constitution d’une collection de bactériophages
Pour cibler le plus grand nombre possible de souches du groupe B. cereus impliqués dans
les biofilms, de nouveaux phages d’origine autre que les eaux usées viendront compléter
la collection existante.
2. La caractérisation génomique approfondie des bactériophages et la connaissance

de leurs propriétés biologiques
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Une condition préalable a la I'utilisation industrielle des phages sélectionnés dans ce
travail est la caractérisation approfondie de leurs génomes et de leurs propriétés
biologiques. C’est ainsi que la connaissance de parameétres biologiques tels que la stabilité
en fonction du pH, le temps de latence, le nombre de virions libéré par cellules et
I’absence du phénomene de transduction généralisée est cruciale pour leur application
dans la chaine alimentaire a des fins de biocontrole. Le génome du phage doit étre
completement séquencé afin de garantir I’absence de génes de lysogénie et s‘assurer qu’il
est dépourvu de séquences codant des facteurs de virulence ou des protéines
immunogenes. Enfin, la souche de propagation nécessaire a la production industrielle doit
étre d’une part, indemne de geénes de pathogénicité et d’autre part, dépourvue de
prophages. En effet la présence de ces derniers sur le génome de la souche pourrait
entrainer des recombinaisons avec le phage propagé et conduire a de nouveaux variants
phagiques non désirés. Afin de répondre a ces critéres, le génome des souches de
propagation devra étre séquenceé et étudié.

Enfin, le phage doit étre facilement produit et purifié¢ a grande échelle. La préparation doit
étre exempte d’éventuelles toxines relachées dans le milieu lors de la lyse cellulaire.

3. L’évaluation de ’efficacité des bactériophages comme moyen de lutte contre les

biofilms des bactéries du groupe B. cereus en milieu industriel
Les tests d’efficacit¢ in vitro des bactériophages comme moyen de lutte contre les
biofilms des bactéries du groupe B. cereus sont trés encourageants pour une utilisation
efficace en tant qu’outil de biocontrdle des biofilms dans les IAA. 1l serait alors pertinent
de mettre en ceuvre des outils permettant d’évaluer cette efficacité en milieu industriel.
Pour cela, une approche pourrait étre d’isoler des souches du groupe B. cereus a partir de
biofilms formés sur les surfaces d’équipements industriels et de rechercher des phages
actifs sur ces souches. Un pilote constitué¢ d’une cuve reliée a un tuyau en boucle et d’une
pompe permettant de faire circuler le liquide dans le circuit pourrait étre mis au point. Il
permettrait de produire un biofilm avec une souche isolée du groupe B. cereus de maniere
a et a tester par la suite la capacité de la suspension bactériophagique a éliminer le biofilm.
4. L’association des bactériophages avec d'autres moyens de traitement des
biofilms

L’évolution actuelle vise a développer de nouvelles méthodes de préservation et de
désinfection faisant appel a des composés naturels et visant a pallier les inconvénients des
méthodes conventionnelles qui ne répondent plus aux attentes des consommateurs et aux

exigences de la santé publique. Les résultats obtenus dans ce travail et par de nombreuses
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équipes sur 1’efficacité des bactériophages, en tant qu’agents antimicrobiens (notamment
dans la lutte contre les biofilms) renforcent I’idée que les bactériophages constitueront
une partie intégrante des stratégies d’intervention en matiere de salubrité mises en ceuvre
au sein de la filiere agro-alimentaire, de la production primaire aux produits alimentaires
finaux. Afin d’améliorer I’efficacité du traitement curatif des biofilms, les bactériophages
pourraient étre utilisés en combinaison avec d’autres méthodes de désinfection ou
d’¢limination des biofilms. En association avec des antibiotiques, le frein a 1’installation
des biofilms pourrait étre encore supérieur. Cette synergie phage-antibiotique pourrait
s'expliquer par le fait que I’action de I’antibiotique serait renforcée par les activités
enzymatiques phagiques qui agissent sur la paroi bactérienne. Un autre avantage de la
thérapie combinée serait sa capacité a limiter la formation de mutants résistants qui
apparaissent plus facilement lorsque 1’on utilise les phages ou les antibiotiques
séparément.

5. L’utilisation des endolysines des bactériophages pour le traitement des biofilms
Une autre stratégie de biocontrole, qui n'implique pas nécessairement les phages eux-
mémes, consiste a utiliser les endolysines qui sont des enzymes produites par les phages
a la fin du cycle lytique. Ces enzymes dégradent les peptidoglycanes, qui composent la
paroi bactérienne permettant ainsi au phage de s'attacher a 1'enveloppe bactérienne. Elles
peuvent également dégrader la structure complexe de la matrice du biofilm.

Certaines protéines associées a la particule phagique ont la capacité de lyser la paroi
bactérienne lors de 1’adsorption du phage. Elles ont été utilisées par certains auteurs pour

un résultat similaire a celui des endolysines (Drulis-Kawa et al., 2012).

Des perspectives envisageables en matiere de prévention des risques liés au

groupe B. cereus en Tunisie pourraient étre ¢galement envisageable, telles que

1. La surveillance des infections a B. cereus au plan national

En tunisie, les maladies reliées au groupe B. cereus ne sont pas a déclaration obligatoire.
Les syndromes associés au groupe B. cereus ne sont pas répertoriées dans les critéres
microbiologiques recherchés. Les agents impliqués dans les TIAC en Tunisie sont
Salmonella ssp, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes et Clostridium
Perfringens. L’incidence réelle du groupe B. cereus en tant que pathogéne alimentaire
reste difficile a évaluer. En effet, les symptomes des syndromes diarrhéique et émétique
causés par les bactéries du groupe B. cereus sont trés proches de ceux provoqués

respectivement par Clostridium perfringens et Staphylococcus aureus. D’ou la nécessité
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d’une part d’inclure la recherche des bactéries du groupe B. cereus (identification, typage
moléculaire, caractérisation de la pathogénicité et épidémiologie) dans les programmes
de sécurité sanitaire des aliments, ainsi que dans les laboratoires nationaux de référence
et d’autre part, de déclarer les maladies associées au groupe B. cereus a 1’autorité sanitaire
tunisienne afin de garantir une surveillance épidémiologique des infections a B. cereus au
plan national.
2. L’analyse du risque alimentaire liée au groupe B. cereus en Tunisie : vers de

nouvelles pratiques dans les IAA et chez les consommateurs
Dans notre travail, la prévalence des bactéries du groupe B. cereus la plus élevée a été
trouvée dans les échantillons de céréales (67,7%). La température est le principal facteur
affectant la réponse bactérienne dans le procédé de préparation de certains produits
céréaliers. Leur préparation est basée sur des répétitions de cycle de cuisson a la vapeur
(couscous), ou a I’eau bouillante (blé dur « borghol »). Ces produits sont ensuite séchés
et stockés pour étre consommés par la suite. Au sein du processus industriel, 1’étape de
cuisson permet de détruire les bactéries omniprésentes, elle ne supprime cependant que
les formes végétatives, les formes sporulées résistant aux barémes thermiques mis en
ceuvre. La contamination des produits céréaliers provient soit de la mati¢re premicre, soit
du procédé de fabrication. Seule la mise en place d’une démarche HACCP (incluant la
maitrise de la qualité de la matieére premiére) permettra a I’industriel de maitriser le risque
B. cereus dans la filiere des aliments a base de céréales. Les pratiques actuelles du
consommateur tunisien augmentent le risque de multiplication des bactéries du groupe B.
cereus. Parmi ces pratiques, on cite :

= La consommation des aliments, en particulier ceux contenant des céréales cuites

a l'eau -pates, riz, semoule -ou des ingrédients déshydratés et qui ont sé¢journé
plusieurs heures a température ambiante.

= La répétition de I’opération du réchauffage des plats plusieurs fois

» Le réchauffage inégale des plats
Il est alors recommandé aux consommateurs de bien cuire les aliments avec une
consommation ex-temporairement rapide en une seule portion. Sinon, un refroidissement
rapide et la conservation au réfrigérateur sont indispensables. En effet, un refroidissement
lent et un stockage prolongé a température ambiante permettent aux spores de germer et
aux cellules végétatives issues de la germination de se développer et de libérer des toxines
dont le céréulide qui est résistant a la température de cuisson. Si une cuisson avant

consommation permet de détruire les formes végétatives qui auraient pu se développer
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lors du stockage a température ambiante, elle ne permet pas de se débarrasser du
céréulide. Une enquéte qui aiderait a identifier les pratiques a risques du consommateur
tunisien permettrait de donner les recommandations pertinentes a ce dernier.

3. L’étude de ’altération des aliments par les bactéries du groupe B. cereus

Méme s’il est reconnu depuis longtemps comme étant responsable de toxi-infections
alimentaires, le groupe B. cereus est aussi connu pour altérer des produits alimentaires.
Cependant, jusqu’a maintenant, aucun travail en Tunisie n’a visé 1’é¢tude des problémes
d’altération des produits alimentaires causés par cette bactérie lors du stockage. Il serait
donc intéressant d’approcher les industriels de 1’agroalimentaire tunisien afin de faire un

état des lieux de I’altération des aliments par les bactéries du groupe B. cereus.
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Maitrise des risques de contamination des produits alimentaires par le groupe Bacillus cereus.

Mots clés : groupe Bacillus cereus, aliments, risque, diversité, biofilm, bactériophages, biocontréle,

Tunisie

Cette thése s’est intéressée a évaluer le niveau
de risque représenté par les bactéries du groupe
Bacillus cereus dans des aliments tunisiens et a
tester [lefficacité de leur contréle par le
traitement des surfaces industrielles par des
bactériophages. Une collection de 191 isolats a
été créée a partir de 687 matrices alimentaires.
Prés de 40 % des isolats se sont avérés
appartenir au groupe, avec une forte diversité
génétique (143 profils PFGE et 99 profils ERIC-
PCR) et un profil thermique intermédiaire
(signatures 16S rDNA-1 m et-2 p). Prés de 60 %
des isolats du groupe appartiennent au groupe
phylogénétique Ill, potentiellement pathogéne.
Les spores présentent majoritairement un taux
d’adhésion plus fort que les cellules végétatives.
Douze groupes toxinogénes ont été mis en
évidence. Au moins un des génes de chacun des
complexes NHE et HBL sont présents, associés

ou non a bceT, cytK-2 et ces. Aprés 18 h
d’'incubation a 30°C, prés de 71% des isolats
sont cytotoxiques. Différentes combinaisons de
facteurs de virulence sont associées au potentiel
cytotoxique et un lien apparait clairement entre
cytotoxicité et type d’aliment. La collection s’est
montrée sensible a de nhombreux antibiotiques,
alors qu'elle présente une résistance a
I'ampicilline et a la novobiocine. Sur les 7
bactériophages sélectionnés, 5 possédent un
profil protéique unique alors qu’ils présentent
tous une taille de génome et des profils de
restriction similaires. lls permettent de prévenir
la formation de biofiims et de les traiter. Ce
travail confirme le risque sanitaire lié a la
présence du groupe B. cereus dans les aliments
tunisiens et le rble prometteur des
bactériophages comme outils de biocontréle.

Contamination risks control of food products by Bacillus cereus group.

Keywords : Bacillus cereus group, food, risk, diversity, biofilm, bacteriophages, biocontrol, Tunisia

This thesis focused on evaluating the level of risk
represented by Bacillus cereus group bacteria in
Tunisian food and testing the effectiveness of
their control by treating industrial surfaces with
bacteriophages. A collection of 191 isolates was
created from 687 food matrices. Nearly 40% of
the isolates were found to belong to the group,
with high genetic diversity (143 PFGE profiles
and 99 ERIC-PCR profiles) and an intermediate
thermal profile (signatures 16S rDNA-1 m and-2
p). Nearly 60% of the group's isolates belong to
the phylogenetic group Ill, which is potentially
pathogenic. Spores have a higher rate of
adhesion than vegetative cells. Twelve toxigenic
groups have been identified. At least one of the
genes of each of the NHE and HBL complexes
are present, whether or not associated with

bceT, cytK 2 and these. After 18 hours of
incubation at 30°C, nearly 71% of the isolates
are cytotoxic. Different combinations of virulence
factors are associated with cytotoxic potential
and a clear link appears between cytotoxicity
and food type. The collection has been shown to
be sensitive to many antibiotics, while it is
resistant to ampicillin and novobiocin. Of the 7
bacteriophages selected, 5 have a unique
protein profile while all have similar genome size
and restriction profiles. They are used to treat
and prevent the formation of biofilms. This work
confirms the health risk associated with the
presence of the B. cereus group in Tunisian
foods and the promising role of bacteriophages
as biocontrol tools.






