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Préambule

Le projet de these qui a été mené par le Centre Technique de la Conservation des Produits Agricoles

(CTCPA) et ses partenaires, portait sur trois volets :

e Modélisation de la probabilité de croissance de Clostridium sporogenes PA 3679 (souche 1) en
fonction du pH et de la concentration en chlorure de sodium aprés un traitement thermique.

e Etudes physiologique et génétique de Clostridium sporogenes et Clostridium botulinum et prise
en compte de la variabilité biologique dans le modele.

e (Caractérisation des parametres physicochimiques des produits a base d’olives traités

thermiquement

Les travaux de these sont menés au sein (i) de 'UMT Qualiveg 2 (Qualité Nutritionnelle des produits
végétaux) associant 'INRAE Domaine St Paul a Avignon et le Centre Technique de la Conservation des
Produits Agricoles (CTCPA) d’Avignon, (ii) du Laboratoire Universitaire de Biodiversité et Ecologie
Microbienne (LUBEM) de Quimper, (iii) de I’Association Francaise Interprofessionnelle de I'Olive

(France Olive) et (iv) I'Institut Pasteur de Paris.
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CHAPITRE 1 : Introduction générale

1. Les produits a base d’olives

La production d’olives de table et d’huile d’olive est concentrée au niveau du bassin méditerranéen
tels qu’en Egypte (600 000 tonnes entre 2018 et 2019), en Espagne (591 000 tonnes), en Turquie
(423 000 tonnes) et en Algérie (299 000 tonnes). Des pays comme le Pérou (124 000 tonnes), I'Etats-
Unis (15 500 tonnes), le Mexique (15 000 tonnes) et le Chili (13 000 tonnes) sont devenus des pays
émergents pour la production d’olives de table. La production mondiale d’olives, entre 2018 et 2019,
s’éléeve a 2 750 000 tonnes. Cette production est en corrélation avec la consommation des pays
producteurs. Certains pays non producteurs d’olives de table voient leurs consommations augmenter
tel que les Etats-Unis (182 000 tonnes). En France, la production moyenne est de 1 205 tonnes par an,
ce quireprésente 0,04 % de la production mondiale. La majorité de la production francaise est répartie
entre trois régions : Rhone-Alpes (41 %), Languedoc-Roussillon (32 %) et Provence-Alpes-Cote d’Azur
(26 %). Les Frangais consomment pres de 70 000 tonnes par an d’olives sous diverses formes. Par
exemple, sous forme de tapenade entre 350 et 400 tonnes (26 % de tapenade verte et 74 % de
tapenade noire). Ces produits sont largement consommés a I'apéritif comme en témoigne
I"augmentation des ventes en une dizaine d’années avec +12,5 % et +6,2 % de tapenade noire et verte,
respectivement en 2009 (AFIDOL, 2012; International Olive Qil Council, 2020a, 2020b, 2020c, 2020d,
2020e, 2020f, 2020g, 2020h).

1.1 LUolive, le fruit

Dans le monde, il existe approximativement 2 000 variétés d’olives (doit 400 en France) pouvant étre
utilisées pour la production d'huile et/ou d'olives de table (Tableau 1). En France, les principales
variétés d’olives de Provence sont I'olive verte I'Aglandau (Verdale de Carpentras ou Béruguette) et
I’olive noire la Grossane. Tandis qu’en Languedoc-Roussillon, les variétés les plus représentatives sont
la Picholine pour I'olive verte et la Négrette pour I'olive noire. La Tanche est également une variété

d'olive noire tres présente en Rhone-Alpes (AFIDOL, 2015a).
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CHAPITRE 1 : Introduction générale

Tableau 1 : Principales variétés d’olives en France.

Type L . Zone de Appellation d’Origne
. Variét N | . N
d’olives arietes om commercia production Controlé (AOC)
Lucque ou Olive Her?ullt - Aude - « Lucques du Languedoc »
Lucque Pyrénées .
du Languedoc . depuis 2017
Orientales
Picholine ou Gard — Bouches- « Olive de Nimes » depuis
Picholine . . du-Rhone - 2006 dans le Gard et I'Est
» Olive de Nimes , -
Q Hérault - Aude de I'Hérault
S -
ot Ollve, verte « Olive verte cassée de la
o Salonenque cassée de la Bouches-du- .
= ) R Vallée des  Baux-de-
= Aglandau Vallée des Baux- Rhoéne .
O Provence » depuis 1997
de-Provence
Bouteillan Bouteillan Var ND
Amellau Amellau Hérault - Aude ND
S Oli d
Belgentiéroise ve . € sudduVar ND
Belgentier
. R « Olive noire de Nyons »
Tanche Olive de Nyons Dréme - Vaucluse depuis 1994
" « Olive de Nice » et « Pate
g _ . . Alpes-Mariti - . . .
S Cailletier Olive de Nice pes-Viaritimes d'Olive de Nice » depuis
c Est du Var
- 2001
(0]
2 li i
o Olives noires de « Olive noire de la Vallée
la Vallée des Bouches-du-
Grossanne R des Baux-de-Provence »
Baux-de- Rhéne

Provence

depuis 1997

ND : Non déterminé ; (AFIDOL, 2015a).
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CHAPITRE 1 : Introduction générale

L'olive de table est composée de 78 % de pulpe (mélange d'huile et d'eau), de 20 % de noyau et les 2

% restant correspondent a I'amande (Figure 1).

a) Epicarp Eore Sterile ovary b)

Mesocarp G Almond ﬂ
..

Endocarp Albumen

Pulp

Fertile ovary

Figure 1 : Morphologie de I'olive.

a) Coupe longitudinale ; b) Coupe transversale (AFIDOL, 2015b)

La composition type de l'olive est décrite dans le Tableau 2, tous les composés sont exprimés en
grammes par kilogrammes de pulpe. Plus précisément, le fruit est composé de 65 a 75 % d'humidité,
de 12 a 30 % de lipides, de 1 a 1,5% de minéraux, de 2 a 5 % de fibres, de 1 a 2 % de protéines et de 3
a 6% de sucre. Le pourcentage d'huile dans I'olive dépend de la variété des fruits et de leur maturité.
L'olive est riche en acide oléique, en acide palmitique, en acide linoléique et en minéraux (Tableau 2)

(AFIDOL, 2015a; Noé and Ldpez, 2014).

Modélisation de la probabilité de croissance de C. sporogenes et C. botulinum en fonction

. ) . . . 28
du pH et de la concentration en chlorure de sodium apres un traitement thermique



CHAPITRE 1 : Introduction générale

Tableau 2 : Caractéristiques chimiques d’une olive.

Famille Composition Quantité (g/kg)
Fibres 43,8
Protéines 13,9
Glucides 0,43
Acide oléique 50-190
) Acide palmitique 15-60
Acide gras Acide linoléique 5-39
Acide élaidique 0,8-4,4
Calcium 8,3
Potassium 0,5-1,2
Phosphore 0,5-1,4
Minéraux Magnésium 0,5-2
Cuivre 1,7-11
Zinc 0,001 -0,003
Manganése 0,0002 - 0,001
Vitamines Vitamine E 0,013 -0,052
Vitamine A 0,000001 - 0,000013
3 Polyphénols 0,250-0,001
Polyphénols Triterpenes 0,460 — 0,002
Fructose 0,5
Galactose 0,5
Glucose 0,63
Sucres
Lactose 0,5
Maltose 0,55
Saccharose 0,63

(ANSES, 2020; Noé and Ldpez, 2014).

Les composés phénoliques représentent entre 1 a 3 % du poids de la pulpe de I'olive de table. Leurs
propriétés sont responsables de la couleur, du go(t et de la texture de I'olive. La composition et la
teneur en polyphénol d’une olive dépendent de plusieurs facteurs comme la maturité de l'olive, la
variété et les conditions climatiques auxquelles elle aura été exposée au cours de son développement
(Charoenprasert and Mitchell, 2012; Petridis et al., 2012). Les principaux polyphénols retrouvés dans
les feuilles d’olivier et les olives sont I'oleuropéine (3 g/kg de poids sec) et I'hydroxytyrosol (0,2 a 71
g/kg de poids sec). Les olives sont aussi composées de différents acides phénoliques : les acides
caféiques, et les acides galliques ainsi que des flavonoides : la lutéoline-7-glucoside et la cyanidine-3-
glucoside (Conte et al., 2020). Les méthodes de préparation, telle que la désamérisation, des olives de
table ont une influe sur la concentration finale en polyphénols (description section 1.2.1). De plus, les

composés phénoliques ont une importante capacité antioxydante, une activité antimicrobienne et ils
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apportent une protection contre les effets des mycotoxines (Malheiro et al., 2011). L'oleuropéine et
I’hydroxytyrosol sont actifs contre les bactéries a Gram positifs et négatifs (Tableau 3) (de Carvalho
and Caramujo, 2008; Pereira et al., 2006). Mais, I'activité antimicrobienne est plus efficace contre les
bactéries a Gram positifs car leurs membranes interagissent avec les composés hydrophiles des

polyphénols (de Carvalho and Caramujo, 2008; Liu et al., 2017).

Tableau 3 : Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) des composés phénoliques des olives de

table sur les micro-organismes.

Composés phénoliques Micro-organismes CMI (mg/mL)
Salmonella typhi 0,004

Hydroxytyrosol Staphylococcus aureus 0,008
Haemophilus influenzae 0,001
Listeria monocytogenes 25
Salmonella typhi 0,125
Staphylococcus aureus 0,062
Haemophilus influenza 0,5

Oleuropéine Bacillus cereus 10-25
Bacillus subtillis 50-100
Pseudomonas aeruginosa 100
Escherichia coli 75-100
Candida albicans 100

(Charoenprasert and Mitchell, 2012; Conte et al., 2020; de Carvalho and Caramujo, 2008; Liu et al.,
2017; Malheiro et al., 2011; Pereira et al., 2006; Petridis et al., 2012).

La présence des acides gras assure aussi une activité antimicrobienne contre Clostridium sporogenes,
Clostridium botulinum, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes et Escherichia
coli (Tableau 4) (Ababouch et al., 1992; Foster and Wynne, 1948; Malheiro et al., 2011; Zheng et al.,
2004).
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Tableau 4 : Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) des acides gras des olives de table sur les

micro-organismes.

Acide gras Micro-organismes CMI (mg/mL)
Clostridium botulinum 0,15
, ,. Staphylococcus aureus 0,113

Acide oléique Escherichia coli > 0,028
Pseudomonas aeruginosa > 0,028
Clostridium botulinum >0,15
Clostridium sporogenes >0,15

Acide palmitique Staphylococcus aureus > 0,025
Escherichia coli > 0,025
Pseudomonas aeruginosa > 0,025
Clostridium botulinum 0,03-0,1
Clostridium sporogenes 0,03-0,1

Acide linoléique Bacillus cereus 0,03-0,1
Staphylococcus aureus 0,112
Escherichia coli > 0,028
Pseudomonas aeruginosa > 0,028

(Ababouch et al., 1992; Foster and Wynne, 1948; Zheng et al., 2004).
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1.2 Procédés de fabrication des olives de table
1.2.1 Préparations industrielles des olives de table

L'élaboration de I'olive de table commence a la fin du mois d'ao(t pour les olives vertes et en février
pour les olives noires. L’élaboration des principales préparations commerciales sont présentées en

Figure 2.

OLIVES TRAITEES OLIVES NATURELLES OLIVES NOIRCIES PAR OXYDATION
Olives vertes, noires, tournantes Olive vertes, noires, tournantes Olives vertes, tournantes

Récolte et transport

Calibration

Désamérisation Saumurage Saumurage
Lavage Fermentation Fermentation
Oxydation

Saumurage

Fermentation Lavage

Fixation de la couleur

Conservation (pasteurisation) Conservation (stérilisation)

Figure 2 : Elaboration des principales préparations commerciales.

Lors de la récolte, les fruits sont cueillis a la main pour éviter le développement de taches de couleur
brune sur les zones endommagées de |'olive ou par vibration du tronc. Puis, les olives sont transportées
pour étre calibrées. Afin de rassembler les olives d’une méme taille dans le but d’assurer une meilleure

homogénéisation de la désamérisation.

Les olives traitées correspondent aux olives vertes, noires et tournantes (avant compléte maturation).
Les olives sont désamérisées par un traitement alcalin (2 a 5 % v/v de NaOH) permettant I’hydrolyse
de I'oleuropéine responsable de I'amertume de I'olive. Lorsque la pulpe de I'olive est brune sur les 2/3
de I'épaisseur, les olives sont retirées du traitement. Puis, les olives sont lavées avec de I'eau potable

entre 1 a 6 fois selon la variété. Cependant, plus le nombre de lavage est important, moins il y a
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d’éléments fermentescibles disponibles pour la fermentation. Les olives sont mises en saumurage
(mélange d’eau et de chlorure de sodium). La teneur en chlorure de sodium (NaCl) de la saumure est
d’environ 10 %. Ensuite, la fermentation d’une durée de 30 a 60 jours démarre généralement
spontanément du fait de la présence naturelle ou artificielle de bactéries lactiques (Lactobacillus) et
de levures (Saccharomyces) a la surface des fruits. Cette présence artificielle de bactéries lactiques et
de levures est due a l'ajout de cultures microbiennes appelées ferments composés des genres et
espéces suivantes: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus paracasei
Pediococcus pentosaceus, Leuconostoc mesenteroides, Saccharomyces cerevisiae, Debaromyces
hansenii, et Weissella anomalus. Cette inoculation volontaire des olives avec un ferment constitué d’un
mélange de micro-organismes d’origine et de concentration connue et maitrisée permet de mieux
controler le démarrage et le déroulement de la fermentation (Perpetuini et al., 2020; Zago et al., 2013).
Enfin, les olives ayant un niveau modéré de NaCl (5 a 6 %) et un pH bas (< 4,5) sont pasteurisées pour

permettre leur conservation.

Les olives dites « naturelles » (olives vertes, noires et tournantes) sont directement mises en
saumurage apres le calibrage. La concentration en chlorure de sodium (NaCl) de la saumure est
comprise entre 8 et 10 %. L’absence de I'étape de désamérisation (solubilisation de I'oleuropéine) et
I'activité antimicrobienne des polyphénols entrainent une augmentation de la durée de la
fermentation de 8 a 12 mois. La présence de bactéries lactiques et de levures permet la fermentation
spontanée des olives. Les olives ayant une concentration en NaCl comprise entre 8 a 10 % et un pH

compris entre 4,3 et 4,5 sont pasteurisées puis conservées a température ambiante.

Les olives noires sont obtenues par oxydation a partir d’olives vertes et tournantes. Les olives sont
directement mises en saumurage apres le calibrage. La concentration en chlorure de sodium (NaCl) de
la saumure est comprise entre 8 et 9 %. Tout comme la préparation des olives naturelles, I'absence de
désamérisation au préalable et I'activité antimicrobienne des polyphénols conduisent a une
augmentation de la durée de la fermentation jusqu’a 180 jours. Puis, I'exposition a I'air et un
traitement avec 1 a 2 % de NaOH favorisent le noircissement des olives vertes et tournantes. L'ajout
de cation de manganése, de gluconate de manganese ou de lactate de manganeése favorise I'oxydation
des molécules d’orthodiphénols, d’hydroxytyrosol et de [I'acide caféique responsables du
noircissement des olives. Ensuite, plusieurs lavages sont effectués pour retirer au maximum le NaOH
des olives (ringage successif jusqu’a ce I'eau reste claire au moins durant 4 heures). Par la suite, I'ajout
de gluconate ferreux ou de lactate ferreux prévient le brunissement des olives noircies et favorise la

fixation de la couleur. Enfin, les olives noircies par oxydation ont un pH proche de 7 et une teneur en
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chlorure de sodium de 2 a 4 % ce qui permet de les stabiliser avec un traitement thermique de
stérilisation pour une conservation a température ambiante (Husson, 2000; Sanchez Gémez et al.,

2006).

1.2.2 Les produits a base d’olives traités thermiquement

Plusieurs déclinaisons de produits traités thermiquement a base d’olives de table entiéres ou farcies
ainsi qu’a bases d’olives finement hachées (tapenades, pates d'olives ou olivades) existent sur le

marché. La composition de ces différentes préparations est décrite dans le Tableau 5 (AFIDOL, 2009).

La tapenade est une préparation composée d’olives vertes ou noires (olives traitées ou naturelles)
finement broyées, a laquelle sont ajoutés des capres, des anchois, de I'huile d’olive et des aromates.
L'olivade quant a elle, est composée a part égale d’olives vertes et d’olives noires quelles soient
traitées ou naturelles. Enfin, la pate d’olives est fabriquée avec de la chair d’olives vertes ou noires et

finement broyée seule sans ajout d’ingrédient.
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Tableau 5 : Composition de la tapenade noire, de la tapenade verte, de I’olivade et de la pate d’olives

vertes ou noires.

Tapenades Tapenades . P?t?s P?t?s
noires vertes Olivades d O-|IVES d’olives
noires vertes

Ingrédients requis

Olives noires* 70 % min. Non 20% 100 % Non
min.

Olives vertes’ Non 70 % min. 20% Non 100 %
min.

Capre 3 % min. 3 % min.

Anchois® 0,5 % min. 0,5 % min. ou Non Non

Huile d’olive 26,5 % max 26,5 max

Aromates 5 % max. 5 % max.

Ingrédients optionnels (5 % max.)

Cognac/eau-de-vie Oui Oui

Capre Non Non

Anchois Non Non

Aromates Non Non .

Jus de citron Oui Oui Oui Non Non

Vinaigre Oui Oui

Tomates séchées Oui Oui

Autre Non Oui

Ingrédients admis

Emulsifiant, exhausteur

de golt, épaississant, Non Non Oui Non Non

colorant, arbme.

% min. ou % max. : pourcentage minimum ou maximum d’ingrédient pour la fabrication du produit. *

Olives noires a la grecque sans saumure, olives noires au naturel conservées en saumure ou sans

saumure ; 2 olives vertes confites ou au naturel ; 3 les produits issus de I’Agriculture Biologique ne

peuvent pas contenir d’anchois (AFIDOL, 2009).

1.2.3 Physico-chimie et microbiologie des produits a base d’olives traités thermiquement

L'étape clef du processus de fabrication des olives de table qui permettra leur conservation et les

rendra propre a la consommation est la fermentation qui se découpe en trois phases successives. Cette

étape commence spontanément grace a la présence des micro-organismes a la surface des olives.

Durant la fermentation, plusieurs groupes de micro-organismes interviennent (Entérobactéries ;

Bactéries lactiques et Levures) (Bleve et al., 2014).
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La premiere phase de la fermentation se caractérise par une concentration en chlorure de sodium
élevée (~10 %) et un pH compris entre pH 8 et 9 (désamérisation - traitement alcalin). Ces conditions
favorisent le développement des micro-organismes sporulés appartenant aux genres Bacillus et
Clostridium et de bacilles non sporulés a Gram négatif appartenant a la famille des Entérobactéries. La
diminution du pH qui passe de 8 - 9 a 6 par I'action des entérobactéries favorise le développement des
bactéries lactiques appartenant aux genres Pediococcus et Leuconostoc. Quant a la concentration en
chlorure de sodium, celle-ci s’équilibre a 5 % caractérisant la deuxiéme phase de la fermentation. Lors
de la troisieme phase de la fermentation, le développement des espéces appartenant au genre
Lactobacillus (L. pentosus et L. plantarum) entraine la production d’acide lactique a partir de la
dégradation du glucose favorisant la diminution du pH a 4 (Tableau 6 et Tableau 7). Cette diminution
du pH confére aux produits une acidité telle que la croissance des bactéries pathogénes ou d’altération
est inhibée (Anagnostopoulos et al., 2020; Botta and Cocolin, 2012; Heperkan, 2013; Hurtado et al.,
2012; Perpetuini et al., 2020).

Tableau 6 : Présence et influence des micro-organismes sur la physico-chimie des produits au cours

de la fermentation.

Micro-organismes Phases de la fermentation oH Concentration en chlorure de
Phasel Phase2 Phase3 sodium (% NacCl)

Entérobactéries 8-9 10
Bacillus 8-9 10
Clostridium 8-9 10
Leuconostoc 6 5
Pediococcus 6 5
Lactobacillus 4 5
plantarum
Lactobacillus

. 4 5
paracollinoides
Lactobacillus 4 5
pentosus
Candida 4 5
Pichia 4 5
Rhodotorula 4 5
Saccharomyces 4 5

(Anagnostopoulos et al.,, 2020; Botta and Cocolin, 2012; Heperkan, 2013; Hurtado et al., 2012;
Perpetuini et al., 2020).
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Tableau 7 : Caractéristiques physico-chimiques de la saumure ou du jus apres atteinte de I’équilibre

osmotique et application du traitement thermique.

Préparations Concentration en chlorure de sodium (% NacCl) pH

Olive traitée 4 4,3
Olive naturelle 6 4,3
Olive noircie par oxydation BPF BPF

BPF : Bonnes Pratiques de Fabrication (International Olive Oil Council, 2004).

Au cours des trois phases de la fermentation, un développement de levures appartenant aux genres
Candida, Pichia, Rhodotorula et Saccharomyces) a été mis en évidence par différent auteurs. Leur
développement contribue a I'amélioration des propriétés organoleptiques et favorise la croissance des
bactéries lactiques via la diminution du pH (Heperkan, 2013; Perpetuini et al., 2020; Romeo, 2012). De
plus, I'efficacité de la fermentation dépend de nombreux parametres tels que les conditions
climatiques, la taille des jarres (relation olive/saumure et conditions aérobies/anaérobies), les variétés
d’olives, la maturité des olives et les procédés d’élaboration (olives traitées, olives au naturel et olives
noircies par oxydation). En effet, la présence ou I'absence de résidus de soude aprés un traitement de
désamérisation influence le développement des micro-organismes lors de la fermentation

(Emmanouilidou et al., 2020).

La fermentation des olives est un processus spontané, sous l'influence de facteurs biotiques et
abiotiques (augmentation de la température), pouvant rapidement entrainer le développement de
micro-organismes non-désirés responsables d’altérations ou de risques sanitaires. Les principales
altérations observées sur des olives de table sont : la formation de fissures par 'accumulation de gaz
produits par le développement de bactéries a Gram négatif et de certaines levures ; la production de
gaz ainsi que de mauvaises odeurs dus a une fermentation putride et butyrique par le développement
de Clostridium spp. et de Propionibacterium spp. ; la formation d’un voile en surface des jarres dus a
certaines levures et moisissures qui ont la capacité de consommer I'acide lactique et de se développer
en présence d’oxygéne; la formation de points blancs sur la surface des olives de table par le
développement d’Oenococcus kitaharae et de Lactobacillus parafarraginis ; I'alcalisation due a la
dégradation des acides organiques tels que l'acide lactique en acide acétique par Lactobacillus
buchneri en absence d’oxygéne ; ou bien par la présence de levures oxydatives capables de consommer

les acides lactiques et acétiques en présence d’oxygéne engendre I'augmentation du pH et donc le
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développement des micro-organismes pathogénes ou responsables d’altération (Lanza et al., 2013;

Medina et al., 2016).

Les risques sanitaires liés a la consommation de produits a base d’olives sont principalement dus au
développement de micro-organismes pathogénes (Caggia et al., 2004; Heperkan, 2013; Medina-Pradas

and Arroyo-Lépez, 2015; Panagou et al., 2008; Romeo, 2012) :

e Certaines espéces d’Aspergillus et de Penicillium (mycotoxines)
e Listeria monocytogenes

e Staphylococcus aureus (hémolysine)

e Escherichia coli

e Bacillus cereus (toxine émétique)

e Clostridium botulinum (toxine botulique)

Pour améliorer le contréle de la fermentation et éviter le développement des micro-organismes non
désirés, il est possible de faire appel a des ferments. Ces ferments sont composés d’une ou plusieurs
souche(s) bactérienne(s) appartenant au genre Lactobacillus. La diminution rapide du pH par la
croissance des Lactobacillus diminue le temps de fermentation et inhibe la croissance des micro-
organismes responsables d’altérations et des micro-organismes pathogénes (Heperkan, 2013; Zago et

al., 2013).

2. Le botulisme d’origine alimentaire
2.1 Aspect clinique du botulisme

Le botulisme est connu depuis plus de 1 000 ans et a été décrit pour la premiere fois par Miiller et
Justinius Kerner aprés avoir retrouvé la toxine botulique dans de la saucisse. Le botulisme a été associé
a une maladie caractérisée par la paralysie musculaire et la suffocation (Frank, 2007). C’est en 1895
gue le microbiologiste d'origine belge, Emile Pierre van Ermengem, a isolé un bacille anaérobie
dénommé Bacillus botulinus. Par la suite, I'antitoxine produite par Van Ermengen a I'encontre de
Bacillus botulinus n'a pas neutralisé les toxines de différentes souches de C. botulinum, révélant ainsi

que différents types de toxines pouvaient étre produits (Frank, 2007; van Ermengem, 1979).

Il existe trois grands types de botulisme humain : le botulisme d’origine alimentaire ; le botulisme
infantile et la présence de la toxine botulique dans les plaies par le développement de C. botulinum (le

botulisme par blessure).
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Le botulisme d’origine alimentaire est une intoxination causée par |'ingestion de toxine botulique
préformée dans un aliment. Cette intoxination est souvent associée a la consommation de conserves
artisanales en raison d'un traitement thermique ne permettant pas la destruction de la bactérie. Le
botulisme infantile est quant a lui, une infection liée a la production de toxines dans l'intestin du jeune
enfant (0 - 12 mois) aprés I'ingestion de la bactérie et sa multiplication. Cette infection est possible en
raison de la flore intestinale réduite qui n'empéche pas la multiplication bactérienne. Cette ingestion
de C. botulinum est souvent associée a la consommation de miel. Enfin, le botulisme par blessure est
associé a la multiplication et a la formation de toxines dans une plaie souvent liée a la toxicomanie
(infection par piglres avec du matériel contaminé). Cette infection a été décrite pour la premiére fois
en 1943 dans le cas pour des traumatismes majeurs tel que I'écrasement des extrémités (Sofos and

Juneja, 2010).

Le botulisme d’origine alimentaire a généralement une période d'incubation de 12 a 36 heures aprés
la consommation d'un aliment contaminé par la neurotoxique botulique. Le délais d’apparition des
symptomes varie selon le type de botulisme, le sérotype de la toxine et la quantité de neurotoxine
(Frank, 2007). Les patients présentent initialement des symptémes gastro-intestinaux comme des
nausées, des vomissements, des crampes abdominales et des diarrhées. Ces signes généralement
associés aux toxi-infections alimentaires ne sont pas forcément synonymes de botulisme.
Effectivement, les premiers signes du botulisme montrent une faiblesse musculaire caractérisée par
des troubles de la fonction oculaire (vision floue) ainsi que des difficultés a avaler et a parler. Au fur et
a mesure, la paralysie flasque descend affectant les muscles de la respiration nécessitant une mise
sous ventilation mécanique pour éviter la mort par suffocation. Le botulisme est mortel dans 5 a 10 %
des cas et si les cas graves ne sont pas mortels, la guérison compléte dure entre un mois et plusieurs

années (Frank, 2007 ; Sofos & Juneja, 2010).

2.2 Neurotoxines botuliques

La toxine produite par Clostridium botulinum est ainsi a I’origine du botulisme. Cette toxine est la plus
puissante des toxines connues, nommée neurotoxine botulique (BoNT). La dose |étale administrée par
injection a un homme de 70 kg est estimée a 70 ng. |l existe différents types de neurotoxines (A, B, C,
D, E, F, G, HA et X) et plus de 30 sous-types de neurotoxines différentes citées dans le Tableau 8 (Frank,
2007). En 2013, un nouveau type de neurotoxine a été découvert, l'isolat de type H de la souche

IBCA10-7060 de C. botulinum dans un cas de botulisme infantile. Cette souche peut produire la toxine
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de type B et la nouvelle toxine identifiée de type H, donnant la nouvelle désignation de type Bh (Barash
and Arnon, 2014; Fan et al., 2016). Cependant, cette nouvelle toxine de type H est controversée,
Maslanka S. E. (2015) et Kalb S. R. (2016) ont signalé que la neurotoxine botulique de type H (BoNT/H)
a une structure hybride. L'analyse génétique suggere que le type H contient des régions similaires a
celles des toxines Al et F5 et que les effets toxiques ont été éliminés par les antitoxines du sérotype A
(Kalb et al., 2015; Maslanka et al., 2016). C. botulinum produit plusieurs types de toxines mais les
symptomes sont les mémes. Les toxines botuliques sont sensibles a la chaleur et rapidement inactivées

a 80°C.

Tableau 8 : Sérotypes et sous-types de toxines botuliques (BoNTs) produites par Clostridium

botulinum.
Groupe | Groupe ll Groupe
, . Non- Groupe Il
Protéolytique , . v
protéolytique

Type A B,F B,EF C,D G
Al;A2;A3;A4;:A5;A6;A7;A8 B4 C
;A9 ; A10 E1;E2;E3;E6; D

Sous-tvpe B1;B2;B3;B5(Ba);B6;B7 E7;E8;E9;E10 CD;DC

YPE  A(B); Ab; Af; Af84 ; BF SE11

F1;F2;F3;F4;F5 F6

H/A ; F/H
(Rossetto et al., 2014).

La neurotoxine botulique agit sur le systéme nerveux en bloquant la communication entre le nerf et le
muscle. La neurotoxine forme des complexes protéiques accessoires (hémagglutinine (HA) et non-
toxique-hémagglutinine (NTNH) de taille variée allant de 300 a 900 kDa. Ces protéines accessoires
protégent la neurotoxine et facilitent son absorption dans le corps (Carter and Peck, 2015). Les
protéines de la toxine botulique sont synthétisées sous forme de chaines polypeptidiques de 150 kD3,
qui sont composées d'une chaine lourde (100 kDa) et d'une chaine légere (50 kDa) reliées par un pont
disulfure (Frank, 2007). Le domaine C-terminal de la chaine lourde est impliqué dans la connexion entre
la neurotoxine et la cellule nerveuse. Le domaine N-terminal est quant a lui impliqué dans le
mouvement de la chaine légere dans le cytosol de la cellule nerveuse. La connexion entre le domaine
C-terminal de la chaine lourde (chaine H) et les deux protéines membranaires (récepteur du

polysialoganglioside (PSG) et le récepteur de la synaptotagmine (Syt) ou SV2) permet I'endocytose de
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la toxine botulique a l'intérieur des vésicules synaptiques. La vésicule synaptique acidifiée va protoner
la toxine botulique et assurer ainsi le déplacement de la chaine légére (chaine L) de la membrane de
la vésicule vers le cytosol. Ensuite, les métalloprotéases de la chaine légere (chaine L) clivent VAMP,
SNAP25 et syntaxine, ce qui entraine I'inhibition de la libération du neurotransmetteur (acétylcholine)

et provoque une neuroparalysie (Figure 3) (Peck, 2009; Rossetto et al., 2014).
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Figure 3 : Mécanismes d’action des toxines botulique au sens des jonctions neuromusculaires.

(Création avec BioRender.com d'aprées Rowland, 2002)
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2.3 Epidémiologie

C. botulinum protéolytique de type A (groupe |) a été isolé du sol de diverses régions géographiques,
tels que les Etats-Unis, la Chine, le Brésil et I'Argentine. C. botulinum protéolytique de type B (groupe
1) a été isolé en Europe. C. botulinum non-protéolytique de type E (groupe Il) est associé aux sédiments
d'eau douce et marins en Scandinavie, au Canada, en Alaska et au Japon (Tableau 9). Ainsi, C. botulinum
de type A (34 % des cas), de type B (52 % des cas) et de type E (12 % des cas) sont principalement

responsables du botulisme d’origine alimentaire (Lindstrom and Korkeala, 2006).

Plusieurs études menées par Dodds (1993) ont permis de conclure a une faible présence de spores de
C. botulinum dans |I’environnement. Sur 57 études réalisées en Europe et en Amérique du Nord, 39
montrent une contamination des sédiments/sols < 100 spores/kg contre 14 montrant une
contamination des sédiments/sols comprises entre 100 et 1000 spores/kg et 4 ont montré une
contamination supérieure a 1000 spores/kg (Dodds, 1993). La présence de C. botulinum dans les
sédiments et les sols augmente les risques de contamination des produits de la mer (C. botulinum
Groupe Il type E, plus de 100 spores/kg dans les poissons) et des légumes (C. botulinum Groupe | type
A/B, environ 410 spores/kg dans les légumes) ainsi que des plats préparés contenant de la viande (7
spores/kg) par la contamination croisée via les légumes, les épices et les aromates (Dodds, 1993;
Hauschild, 1993). Ces études ont permis de définir un taux d’incidence en C. botulinum de I'ordre de
0,36 %. A partir d’'une étude de 316 échantillons de légumes crus (carottes et haricots verts) prélevés
dans les boites de légumes de conserves francaises, seulement deux échantillons ont révélé la
présence de spores de C. botulinum. Ainsi, une incidence de 0,8 % pour les carottes et 0,5 % pour les
haricots verts a été calculée (Hauschild, 1993; Miliotis and Bier, 2003; Sevenier et al., 2012). Cette
occurrence de C. botulinum principalement dans les produits végétaux, le développement de nouveaux
produits alimentaires, les contaminations liées aux matériels et les défauts de traitement thermique
montrent la nécessité de controler C. botulinum dans les aliments et notamment dans les boites de
conserve. En effet, la thermorésistance des spores par C. botulinum représente un risque pour la santé

publique.
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Tableau 9 : Tendances épidémiologiques du botulisme alimentaire dans le monde.

Pays Type de neurotoxine Aliments contaminés prédominants
Etats-Unis
Canada, Alaska E Produits de la mer
Amérique du Nord A/B Fruits et [égumes
Amérique du Sud A Fruits et [égumes
Europe
Scandinavie E Produits de la mer
Europe centrale A/B Viandes
Europe de I'ouest A/B Viandes
Pologne B Fruits et [égumes
Italie B Fruits et [égumes
Espagne B Fruits et [égumes
France B Viandes
Asie
Chine A Haricots de soja fermentés
Japon E Poissons fermentés

(Drasar, 2010; Frank, 2007; Rasetti-Escargueil et al., 2020a).

De plus, les conditions de transformation et I’hygiéne des usines ont également une incidence sur la
contamination des aliments par C. botulinum. La mise en place de nouveaux procédés de
transformation doit faire I'objet d’une évaluation afin de s’assurer que ce dernier n’augmentera pas le
risque de croissance de C. botulinum dans les aliments. La formulation des aliments, en tenant compte
des facteurs intrinseques (pH, concentration en NaCl) et extrinseques (traitements thermique), est

essentielle pour contrdler la production de la neurotoxine botulique (BoNT).

En Europe depuis 5 ans, le nombre de cas de botulisme d'origine alimentaire était plus élevé
principalement en lItalie. En 2016, les foyers de botulisme d'origine alimentaire placent la France au
deuxiéme rang en nombre de cas en Europe. En 2020, le cas botulisme alimentaire concernait le fenouil
et les amandes au pesto produits en Italie (Tableau 10) (European Center for Disease Prevention and
Control, 2021). En France, les aliments les plus impliqués dans le botulisme alimentaire étaient les
viandes (jambon, paté), les légumes (aubergines en conserve, asperges) et d’autres aliments (pates
fraiches) comme l'illustre le Tableau 11. Depuis 2017, les statistiques sont constantes en France avec
une moyenne de 17,4 cas de botulisme alimentaire par an, au minimum 9 cas et maximum 49 cas au
cours des 7 dernieres années (Rasetti-Escargueil et al., 2020a). La persistance du botulisme alimentaire
repose principalement sur des défauts de traitement thermique au niveau des conserves de fabrication

artisanale et familiale. Toutefois, I'incidence des cas de botulisme alimentaire causée par les conserves
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industrielles est de I'ordre de 0,2 a 0,5 pour 1 million de personnes (Sevenier et al., 2012). De plus, la
demande croissance des consommateurs pour avoir accés a des produits dont la qualités
organoleptique et nutritionnelles sont préservés oriente les procédés de fabrication vers de nouvelles
techniques moins impactantes. Ces dernieres doivent cependant étre suffisantes pour éliminer le
risque de botulisme. Par exemple, le développement des aliments transformés réfrigérés a durée de
vie prolongée (en anglais Refrigerated Processed Foods of Extended Durability) ouvre de nouvelle porte
pour le développement de C. botulinum. En France, suite a la mise sur le marché de ces produits

réfrigérés, le nombre de cas de botulisme alimentaire a augmenté de plus de 7 % (Carlin et al., 2004).
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Tableau 10 : Nombre de cas de botulisme d'origine alimentaire en Europe entre 2013 et 2020.

2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020
Cas total 112 97 99 127 85 93 81 82
1°" pays Italie (40)* Roumanie (31) Italie (20) Italie (37) Italie (21) Italie (26) Roumanie (23) Italie (46)

France (18)

Pologne (18) Pologne (14)  Roumanie (15) ltalie (13) France (11)

28™€ pays Roumanie (25) Pologne (17) Pologne (18)

Hongrie (12) France (15) Pologne (6)

italie (12) Angleterre (15) Roumanie (15) Roumanie (13) Pologne (14) France (10) Romanie (6)

3%me pays France (15)

ILe nombre entre parenthéses correspond au nombre de cas dans chaque pays. (European Center for Disease Prevention and Control, 2021).
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Tableau 11 : Aliments impliqués dans le botulisme d'origine alimentaire en France entre 2010 et

2020.

Années Aliments Produits Nombre decas Total
Jambon Fait maison 17
2010 Asperges Conserves artisanales 1 23
Haricots verts Conserves artisanales 5
Tapenades d’olives vertes Producteur artisanal et familial 9
avec amandes
2011 Tomates séchées ND 3 14
Epinards Conserves artisanales 1
Pates fraiches ND 1
Paté Importation 1
2012 Jambon Fait maison 3 7
Aubergines Conserves artisanales 3
Jambon ND 5
2013 Chorizo Importation 2 7
2014 Jambon ND 4 4
Terrine de porc ND 1
Hamburger ND 3
2015 Jambon ND 3 11
Paté de faisan ND 3
Chorizo Importation 1
5016 Jambon . ND . 12 13
Charcuterie Importation 1
Boulettes de soja sous vide Plat industriel 3
2017 . . . . 5
Terrine de lievre Fait maison 2
2018 ND ND ND 7
2019 ND ND ND 10
2020 ND ND ND 11

ND : Non Déterminé ; (Carlier et al., 2007; European Commission, 2018; Mazuet et al., 2017).

2.4 Le botulisme dans les produits a base d’olives traités thermiquement

L'espéce Clostridium botulinum peut étre retrouvée a la surface des olives et des feuilles par contact
avec le sol ou un environnement contaminé. Cette contamination des produits a base d’olives est
essentiellement due a la récolte directe au niveau du sol, a une mauvaise hygiene de la part du
personnel ou du matériel et a I'absence de lavage des olives avant le saumurage (Panagou et al., 2013).
Cependant, la fermentation est une excellente technique de conservation. Durant la fermentation, le
développement des bactéries lactiques entraine la diminution du pH (pH < 4,5) inhibant la croissance

des pathogéenes. Pour cette raison, les produits a base d’olives sont généralement considérés comme
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moins susceptibles de provoquer des intoxications d’origine alimentaire, bien que plusieurs cas de
botulisme alimentaire aient été signalés (Tableau 12). Les intoxications d’origine alimentaire suite a la
consommation de produits a base d’olives se situent principalement dans les pays européens en
relation avec le régime alimentaire et I'origine méditerranéenne de I'olivier. La présence de Clostridium
botulinum et/ou de la toxine botulique peut étre expliquée par une contamination post-traitement
thermique (défaut d’emballage) ou un défaut de traitement thermique (pas de destruction
bactérienne suffisante ou pas de destruction de la toxine) ou de formulation (produit faiblement acide
permettant le développement bactérien). Par ailleurs, la contamination des produits a base d’olives
peut provenir des ingrédients ajoutés a la préparation (tapenades, pates d’olives, huiles d’'olives) telles
gue les tomates séchées, les amandes, les herbes aromatiques. La présence en acide gras dans les
olives impacte fortement sur la disponibilité de I'eau. Cette diminue de I'activité de I'eau entraine une
inhibition de la croissance bactérienne. Cependant, I'utilisation d’ingrédients aqueux peut créer des
microenvironnements dont I'augmentation de I'activité de I'eau est favorables a la croissance de C.
botulinum au sein des produits tels que les tapenades ou les infusions de plantes dans I’huile d’olive

(Heperkan, 2013; Medina-Pradas and Arroyo-Lépez, 2015; Panagou et al., 2013, 2008).
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Tableau 12 : Principaux foyers de botulisme d'origine alimentaire associés a la consommation

d'olives dans le monde entre 2004 et 2021.

Années Aliments Pays Références
2004 Olives vertes en saumure Italie Cawthorne et al., 2005
2006 Olives (fabriquées en ltalie) Canada
2007 Olive (fabriquées en Italie)* USA .
https: . dmail.
2008 Huiles d’olives infusées? UK ps://www.promedmail.org/
2008 Sauces a I'huile d’olivel! USA
2010 O|IVE‘S .farC|e's aux amandes Espagne WHO and FAO, 2013
(fabrication artisanale)
2011 Olives, Soupes aux haricots, USA https://www.promedmail.org/
Tortillas aux haricots?
2011 Olives farcies aux amandes .
. . Finlande
(fabriquées en Italie)
2011 Tapenades d’olives vertes avec WHO and FAO, 2013
France
amandes
2012 Olives vertes (fabriquées en Italie) UK
2013 Olives?! USA https://www.promedmail.org/
2021 Olives! Canada https://www.promedmail.org/

1. indique le rappel aprés un risque potentiel pour la sécurité alimentaire. USA : Les Etats-Unis, UK : Le

Royaume-Uni.

3. Biologie et génétique de Clostridium botulinum et Clostridium sporogenes
3.1 Taxonomie

Le genre Clostridium est généralement défini par des bactéries anaérobies ou aérotolérantes a Gram-
positif sous forme de batonnets et formant des endospores (spores déformantes). Ce genre comprend
plus de 100 espéces. Les principales especes pathogenes et d’altération sont Clostridium botulinum,
Clostridium perfringens, Clostridium difficile, Clostridium tetani, Clostridium butyricum et Clostridium

beijerinckii (Tableau 13).
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Tableau 13 : Principales caractéristiques de C. botulinum (pathogéne), C. perfringens (pathogene), C. difficile (pathogéne), C. tetani (pathogéne), C.

butyricum (altération et/ou pathogéne) et C. beijerinckii (altération).

Espéece C. botulinum C. perfringens C. difficile C. tetani C. butyricum C. beijerinckii
Taille (um) 0,6-1,4 x 3,0-20,2 0,6-2,4 x1,3-19 0,5-1,9x 3,0-16,9 0,5-1,7x2,1-18,1 0,5-1,7x2,4-7,6 0,5-1,7x1,7-8,0
" oui Oui oui oui oui
Mobilité Flagelles Non s s s e
e Flagelles péritriches  Flagelles péritriches Flagelles péritriches  Flagelles péritriches
péritriches
Respiration Anaérobie /-I\naerczb|e i Anaérobie Anaérobie Anaérobie Anaérobie
Aérotolérante
Température (°C) 2,5-45 20-50 25-45 25-45 30-37 30-37
pH minimum 4,6-5,1 5,5 5,0 6,1 4,6 4,6
% NaCl maximum 5-10 6,5 ND 6,5 6,5 6,5
Oui Oui Oui Oui
Toxine (A,B,C,D,E F,G , . (Toxine tétanique, Non * Non
et H) (a, B, Entérotoxine) (AetB) TeNT)
Spore Oui Oui Oui Oui Oui Oui
sotisme T2l R rosocomile Tetanos Non
Pathologi Paralysi Paralysi Non* Bactéri
athologie (Para y§|e (Entérite Colite pseudo- (Para ys.|e on ,( alcter.le
musculaire) ) musculaire) d’altération)
nécrosante) membraneuse
Transmission Aliments/Animaux Aliments Selles. de pelrsonnes Blessure (sol/selles) .SO| Sol
infectées Aliments

*Rare cas de production de toxine botulique de type E provoquant des entérocolites nécrosantes et paralysie des muscles (Anniballi et al., 2002; Frank, 2007;

Hatheway, 1990; Vos et al., 2009).
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C. botulinum est une espéce tres hétérogéne qui se divise en quatre groupe différents (Figure 4).
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Figure 4 : Dendrogramme du genre Clostridium basé sur I’analyse des séquences des génes d’ARNr

16S.

Dendrogramme phylogénique illustrant la diversité génétique des clostridies. L'arbre a été construit a

partir d'un alignement de 1 329 bases des séquences des genes d'ARNr 16S aprés suppression des

colonnes contenant plus de 80 % de caractéres manquants (Hill et al., 2007).
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C. botulinum groupe | rassemble des souches produisant les toxines de types A, B et F. L'espece C.
botulinum groupe | est étroitement liée avec I'espéce Clostridium sporogenes. En effet, cette espece
présente des similarités phylogénétiques avec C. botulinum groupe | mais ne posséde pas et/ou ne
produit pas la toxine botulique. Ainsi, a I'origine I'appellation C. botulinum groupe | a été longtemps
réservée aux souches toxinogeénes et I'appellation C. sporogenes aux souches non toxinogenes. Le
séquencage du génome entier (Whole Genome Sequencing, WGS) a été utilisé pour recueillir plus
d'informations sur la relation existante entre C. sporogenes et C. botulinum groupe |. Cette technique
a montré que le pangénome de ces souches était composé de 16 229 genes avec 143 signatures
spécifiques pour C. sporogenes. L’espéce C. sporogenes forme son propre « clade » avec une identité
nucléotidique moyenne (ANI) de 93,4 % (inférieure au seuil ANI de 95 % fréquemment utilisé pour la
séparation entre les espéces) ce qui suggére que C. sporogenes est une espece bactérienne distincte.
Cependant, certaines souches de C. sporogenes sont trouvées dans le clade C. botulinum groupe I.
Certaines souches de C. botulinum groupe | ont perdu leurs capacités a produire la toxine, tout comme
certaines souches de C. sporogenes auraient la capacité de produire la toxine (Weigand et al., 2015).
En effet, les génes responsables de la production de toxine (bont) sont flanqués de séquences
d’insertion (IS) qui favorisent le transfert génétique (Poulain and Popoff, 2019; Smith et al., 2015).
Ainsi, certaines souches identifiées comme C. sporogenes en raison de leurs absences de génes de
toxines, seraient des souches de C. botulinum groupe | ayant perdu leurs genes produisant les toxines.
La présence ou I'absence de gene produisant les toxines botuliques ne serait pas un critéere fiable pour
distinguer les souches de C. sporogenes et de C. botulinum groupe |. Une étude récente utilisant
I'analyse du polymorphisme mononucléotidique (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) du core
génome (ensemble des génes présents dans I’'ensemble des souches analysées) sur 556 souches de C.
botulinum groupe | et C. sporogenes a montré deux clades distincts. Le premier clade comprend les
souches de C. botulinum groupe | dont la plupart possédent un ou plusieurs genes de la toxine
botulique de type A, B et/ou F. Cependant, certaines souches de C. botulinum groupe | ne possédent
pas de géne de la toxine botulique et sont présents dans le premier clade. Les souches de C. sporogenes
composent le deuxieme clade dont certaines d’entre elles possédent un gene de la toxine botulique
de type B (Brunt et al., 2020; Poulain and Popoff, 2019; Schill et al., 2016; Weigand et al., 2015;
Williamson et al., 2016).

C. botulinum groupe Il regroupe les souches productrices des toxines de types B, E et F et est plus

étroitement lié avec C. beijerinckii. Des relations étroites ont également été observées pour les souches
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de C. botulinum groupe lll avec C. novyi et C. subterminale pour C. botulinum groupe IV (Carter et al.,

2009; Hill et al., 2007; Mazuet et al., 2016; Skarin and Segerman, 2011; Williamson et al., 2016).

3.2 Caractéristiques physiologiques

Les quatre groupes de Clostridium botulinum sont différents sur le plan phylogénique et physiologique.

Ces caractéristiques sont présentées dans le Tableau 14.

C. botulinum groupe | est associé au botulisme d’origine alimentaire, botulisme par blessure et
botulisme infantile. Le groupe | rassemble des souches protéolytiques produisant les toxines de type
A, B, ou F localisées sur les plasmides et/ou les chromosomes. C. botulinum groupe | dégrade
différentes sources de carbone telles que le glucose, le fructose et le maltose. La température optimale
de croissance est de 37 °C. Les températures minimales de croissance et de production de la toxine
ont été observées entre 10 °C et 12 °C. C. botulinum groupe | est incapable de se développer ou de
former la toxine botulique en dessous d’un pH 4,6, ou a une concentration en chlorure de sodium
(NaCl) supérieure a 10 % soit une activité de I'eau (aw) de 0,94 (aw : 0,93 pour le glycérol). C. botulinum
groupe | est potentiellement capable de se développer dans des milieux de culture contenant des
protéines précipitées a pH 4,30 aprés 6 semaines a 30 °C (Lund et al., 1987). Elle est le micro-organisme
pathogéne produisant les spores les plus thermorésistantes (D121,1:c = 0,21 min). Elle est la principale
préoccupation pour la sécurité alimentaire des conserves faiblement acide (voir section 4.2.1). C.
sporogenes est une espéce qui partage des similitudes morphologiques, physiologiques et génétiques
avec C. botulinum groupe | mais non-toxinogéne, ce qui facilite son étude et son utilisation (Bradbury
et al.,, 2012; Brown et al., 2012). L'espéce C. sporogenes a été isolée a I'origine a partir de conserves de
mais avariées en 1927 (travaux de E. J. Cameron), et désignée « Putrefactive Anaerobe » (PA) 3679
(ATCC 7955, NCTC 8594). La souche PA 3679 de C. sporogenes est étroitement liée a C. botulinum
groupe |, mais ces deux espéces different par certaines propriétés comme l'expression des protéines
solubles et la thermorésistance des spores (Bradshaw et al., 2010; Weigand et al., 2015). En effet, les
valeurs Di21,1 «c pour PA 3679 dans le tampon phosphate sont comprises entre 0,189 et 3,5 min
(moyenne 1,51 + 0,81 min), avec des valeurs z comprises entre 9,11 °C et 15,1 °C (11,34 + 1,64 °C).
Contrairement a C. botulinum groupe | dont les valeurs D et les valeurs z sont respectivement
comprises entre 0,055 et 1,43 min (moyenne de 0,21 +/- 0,27 min)et 8,1 °C et 14,06 °C (moyenne de
9,89 +/- 1,30 °C) (Brown et al., 2012). L'étude de Butler et al., (2017) a permis d'identifier les génes

associés a cette thermorésistance. Les données ont montré I'acquisition d'un second opéron spoVA,
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responsable du transport de l'acide dipicolinique (DPA) dans le noyau de la spore pendant la
sporulation. Les multiples opérons spoVA se retrouvent chez d'autres bactéries formant des

endospores comme Geobacillus et Bacillus cereus (Butler et al., 2017).

C. botulinum groupe Il non-protéolytique est associé au botulisme d’origine alimentaire. Toutes les
souches produisent les toxines de type B, E, ou F et les genes de toxines sont localisés sur le plasmide
ou le chromosome. Les souches du groupe Il utilisent plusieurs sources de carbone telles que le
glucose, le fructose, le maltose et le sucrose. C. botulinum groupe Il est psychrophile, avec une
température optimale de croissance a 25 °C. La croissance et la formation de toxine ont été observées
jusqu’a des températures comprises entre 2,5 °C et 3,0 °C. Aucune croissance n’a été observée en
dessous d’un pH 5,0 ou a une concentration en NaCl supérieure a 5 % (aw: 0,97 ; aw : 0,94 pour le
glycérol). Les spores formées par C. botulinum groupe Il sont faiblement thermorésistantes (Dsz«c =
2,4 min) (Hauschild, 1993; Peck, 2009). Actuellement, il n’y a pas de souche non-toxinogéne de C.
botulinum groupe Il. Cependant, une étude menée par Clauwers et al., (2016) a permis d’obtenir des

substituts de C. botulinum groupe Il non-toxinogenes (Clauwers et al., 2016).

C. botulinum groupe Il produit les toxines de type C ou D par l'intermédiaire d’un bactériophage. C.
botulinum groupe lIl fermente le glucose, le fructose et le maltose. Les souches du groupe Il ont une
température de croissance optimale de 40 °C et une température de croissance minimale de 15 °C. En
dessous d’un pH 5,1, aucune croissance n’a pas été observée. La thermorésistance de ces spores est
intermédiaire (Dioa°c = 0,9 min). C. botulinum groupe Il est étroitement liée a C. novyi (Hauschild, 1993;
Peck, 2009). C. novyi partage des similarités physiologique et phylogénétique avec C. botulinum groupe
Il type C (99 % de similarité par analyse ADNr 16S), mais non-toxinogene. C. novyi (ancien nom Bacillus
oedematis maligni no. 2) a été isolée en 1984 sur des cochons d’Inde par le Dr. Frederick Novy. (Jeong

et al., 2020).

Le groupe IV est tres différent des autres groupes puisqu’il produit la toxine de type G localisée sur le
plasmide. C. botulinum groupe IV est aussi connue sous le nom de C. argentinense (isolée dans du sol
en Argentine). C. botulinum groupe IV ne fermente aucune de ces sources de carbone (glucose,
fructose, maltose et sucrose). La thermorésistance de ses spores est intermédiaire (Dios-c= 1,1 min).
C. botulinum groupe IV est étroitement liée a C. subterminale (Hauschild, 1993; Peck, 2009). C.
subterminale est considéré comme le substitut non-toxinogéne de C. botulinum groupe IV. C
subterminale se développe entre 25 °C et 45 °C. La croissance est inhibée lorsque le pH est inférieur a

6 et la concentration en NaCl supérieure a 6,5 % (Peck, 2009; Vos et al., 2009).

Modélisation de la probabilité de croissance de C. sporogenes et C. botulinum en fonction

. ) . . . 54
du pH et de la concentration en chlorure de sodium apres un traitement thermique



CHAPITRE 1 : Introduction générale

Tableau 14 : Caractéristiques de quatre groupes de Clostridium botulinum.

Gr’oupe:- : Grou'pe ". Groupe lll Groupe IV
Protéolytique Non-protéolytique
Alimentaire
Botulisme Blessure Alimentaire Chez les animaux Chez les animaux
Infantile
Toxine A B, F,H B,E, F C,D G
Localisation des genes de la BONT Plasmide et/ou Plasmide ou Bactériophage Plasmide
chromosome chromosome
Glucose + + + -
Fructose +/- + +/- -
Maltose +/- + +/- -
Sucrose - + - -

Température de croissance

(minimum/optimum/maximum) 10-12°C/37°C/45°C

2.5-3°C/25 °C/ND

15 °C/40 °C/ND

12 °C/37 °C/45 °C

pH minimum de croissance 4.6 5.0 5.1 ND
- NaCl -
Cor?centratlon en aCl maximum de 10% 5% 3% 6,5 %
croissance
Activité de I'eau minimum de croissance 0,04/0,93 0,97/0,94 0,981/ND 0,96/ND

(NaCl/glycérol)

Thermorésistance des spores D121,1°c = 0,21 minutes

Ds; 7 -c = 2,4 minutes

D1os-c = 0,9 minutes

D1og-c = 1,1 minutes

Substitut non-toxinogéne C. sporogenes

ND

C. novyi

C. subterminale

ND : Non Déterminé, (Derman, 2015; Peck, 2009; Vos et al., 2009)
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3.3 Endospore
3.3.1 Les mécanismes de sporulation

Parmi les espéces bactériennes certaines ont la particularité de former une structure spéciale en
dormance, appelée endospore. Les bactéries entament un mécanisme de sporulation lorsqu’elles
atteignent la en phase stationnaire. Le mécanisme de sporulation de Clostridium differe du cycle de
sporulation de Bacillus par un «clostridial stage ». Le stade « clostridien » correspond a une
accumulation de vésicules appelées granuloses a l'intérieur du cytosol pendant la premiére étape de
la sporulation. La sporulation peut étre décomposée en sept étapes morphologiquement différentes

et illustrées dans la Figure 5 (Al-Hinai et al., 2015; Talukdar et al., 2015).

vésicules de granules

Accumulation de w

Pré-spore
Septum

Granules %
4 Chromosome
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y . Engloutissement
Division K
cellulaire Pré-spore 4
Membrane cellulaire asymetrique @
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‘ Cyc|e ADN rla da manteau |
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;": . Lyse de la cellule mére

Figure 5 : Formation de I'endospore de Clostridium botulinum.

Stade 0: cycle végétatif de C. botulinum (division cellulaire); Stade |: duplication de I’ADN et
accumulation de vésicules de granules ; Stade Il : division cellulaire asymétrique ; Stade Il : formation
de la spore par engloutissement ; Stade IV et V : développement de la pré-spore ; Stade VI : maturation
de la spore par I'acquisition des résistances ; Stade VIl : libération de la spore et lyse de la cellule mere

(d'apres Al-Hinai et al., 2015; Duirre, 2014).
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Au stade 0, la bactérie dans sa forme végétative est métaboliquement active. A ce stade, les cellules
végétatives peuvent croitre par fission binaire, produire la toxine botulique ou bien initier la

sporulation.

Chez les Clostridies, I'initiation de la sporulation (Stade I) est possible lors de la perception de la densité
cellulaire par un mécanisme de quorum sensing (communication entre cellules végétatives). Ce
mécanisme est régulé par 'opéron agrBDCA (Figure 6). La protéine AgrB associée a la membrane traite
et exporte un peptide auto-inducteur (AIP), qui est codé par AgrD. L’AIP est ensuite percu par un
systeme a deux composants AgrC et AgrA. Le capteur de I'AIP, AgrC est une protéine membranaire
composée de récepteurs histidine kinase (HPKs). La phosphorylation (P*) des histidines kinases active
le régulateur AgrA agit, comme un facteur de transcription et permet la transcription de RNAIII. La
molécule d’ARN (RNAIII) contréle la formation des toxines et la sporulation, notamment la formation

des vésicules de granules (Dirre, 2014; Gray et al., 2013; Steiner et al., 2012).

-

arg ] RNA|||>——/'

Figure 6 : Représentation schématique de l'initiation de la sporulation des Clostridies par quorum

sensing.

1 : Liaison et clivage de I'extrémité C' du peptide AgrD par I'endopeptidase I'AgrB ; 2 : Cyclisation du
propeptide ; 3 : Exportation de I’AIP ; 4 : Liaison de I'AIP avec le récepteur AgrC; 5 : Dimérisation,
activation du récepteur AgrC; 6 : Phosphorylation et activation du régulateur AgrA ; 7 : Liaison du
régulateur AgrA avec les séquences cibles ; 8 : régulation post-transcriptionnelle de I'expression des
génes de la sporulation. Figure adaptée de Gray, 2013 et Paredes-Sabja, 2014) (Gray et al., 2013;
Paredes-Sabja et al., 2014).
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La spécificité des Clostridies vis-a-vis des bacilles, réside dans une étape de différenciation juste avant
I’entrée en sporulation et en fin de croissance exponentielle. Cette étape appelée « clostridial stage »
correspond a un gonflement des cellules par I'accumulation de granules d’amylopectine au sein de leur
cytoplasme. Le polysaccharide composé de a (1->4)-polyglucane de poids moléculaire élevé a été
désigné de « granulat » chez C. saccharobutylicum. Chez C. botulinum, C. butyricum et C. pasteurianum,
des granulats similaires ont été mis en évidence et correspondent a de I'amylopectine ou a du
glycogéne. Cette accumulation de granulose est généralement dégradée pendant la formation des
spores apportant une source d’énergie (Al-Hinai et al., 2015; Dlirre, 2014; Reysenbach et al., 1986).
L'entrée en sporulation est marquée par la duplication de I’ADN bactérien qui se condense en un
filament axial longitudinal du fait de la présence de la protéine RacA attachant le chromosome au péle

cellulaire (Higgins and Dworkin, 2013).

Le stade Il est caractérisé par la division asymétrique de la cellule végétative en deux compartiments
séparés par un septum. Il est formé par invagination de la membrane plasmidique de la cellule mere.
Les deux compartiments possedent une copie du génome. Le plus grand compartiment correspond a
la cellule mere et le plus petit a la future spore ou pré-spore. Le génome n’est pas réparti de facon
équitable entre les deux compartiments, seul 1/3 de ’ADN de la future spore est initialement présent
dans celle-ci et les 2/3 restant sont dans la cellule mére. Les derniers tiers y seront déplacés par la suite
grace a l'action de la translocase, SpolllE. SpollE est une protéine membranaire polytopique qui joue
aussi un roéle lors de I'engloutissement de la pré-spore (Higgins and Dworkin, 2013; Talukdar et al.,

2015; Tan and Ramamurthi, 2014).

Au stade lll, la cellule-mére engloutit la pré-spore. Le septum formé lors de la division asymétrique
entoure la future spore, on parle d’enkystement. L’'endospore posséde alors une membrane interne
et externe permettant la libération de la spore dans le cytosol de la cellule mére. A la fin du stade I,

la sporulation est irréversible (Al-Hinai et al., 2015).

La mise en place des différentes couches de la spore a savoir le cortex entre les membranes internes

et externes de la spore est réalisée lors du stade IV (Al-Hinai et al., 2015).

Ensuite, la synthese des tuniques sporales autour de I'endospore dans le cytosol de la cellule mere

correspond au stade V (Al-Hinai et al., 2015).

Lors du stade VI, la maturation de la spore est effectuée par I'acquisition des propriétés de résistance
vis-a-vis des stress environnementaux grace a I'accumulation de I'acide dipicolinique (DPA). L’acide

dipicolinique est largement synthétisé lors des stades IV et V. Cette molécule est produite dans la

Modélisation de la probabilité de croissance de C. sporogenes et C. botulinum en fonction

. ) . . . 58
du pH et de la concentration en chlorure de sodium apres un traitement thermique



CHAPITRE 1 : Introduction générale

cellule mére et s’accumule sous forme chélatée avec des cations bivalents de calcium (Ca?*) au niveau
du cceur de I'endospore. Cette accumulation de d’acide dipicolinique associée aux cation bivalents de
calcium (Ca**-DPA) entraine la déshydratation du cceur et s'illustre par le passage a I’état de

réfringence de la spore en microscopie a contraste de phase (Al-Hinai et al., 2015).

Enfin, au stade VII, la lyse de la cellule mere permet la libération de la spore dans I'environnement. Les
propriétés des membranes de la spore, lui permettent de rester dans un état de dormance jusqu’a ce
que les conditions environnementales redeviennent favorables. La réactivation de la spore entraine sa
germination pour aboutir a la formation d’une cellule végétative métaboliquement active et capable

de croitre (Al-Hinai et al., 2015; Diirre, 2014).

A partir du stade IV, la formation de la structure de la spore permet de gagner en résistance contre les
stress environnementaux. La structure de la spore est complexe et conservée entre les différentes
especes a l'exception de la structure de I'exosporium. La spore est composée d'un exosporium, d'un
manteau, d'une membrane externe et interne, d'un cortex, d'une paroi cellulaire germinale et d’un

cceur pour Clostridium botulinum, comme le montre la Figure 7.

L’exosporium est la couche la plus externe de la spore. Cette structure particuliere n'est pas présente
chez toutes les especes bactériennes et varie en taille chez les bactéries sporulées. L'exosporium est
une structure lache. Une étude par microscopie électronique (ME) révele que la surface de
I'exosporium est composée de fibrilles intermédiaires et de fibrilles ressemblant a des « cheveux »
(Janganan et al., 2016). L'exosporium est composé de glucides et de protéines. Ces protéines,
nommeées CsxA, CsxB, CsxC et BclA, sont riches en cystéine et ont un domaine collagéne similaire a la
composition de la protéine BclB trouvée chez Bacillus anthracis (Black et al., 2007; Janganan et al.,

2020, 2016).

Sous l'exosporium, le manteau (ou tuniques) est composé de différentes couches rassemblant plus de
30 protéines différentes produites exclusivement dans la cellule mére (Black et al., 2007; Tan and
Ramamurthi, 2014). La fraction protéique du manteau représente 50 a 80 % des protéines totales de
la spore, cette composition est différente entre les espéces et au sein des especes. En effet, seulement
20 protéines du manteau des spores de B. subtilis ont des orthologues avec les protéines du manteau

des spores du genre Clostridium (Al-Hinai et al., 2015; Leggett et al., 2012).

Sous le manteau de la spore, la membrane externe ne révele pas de fonction précise. Cette partie de
la structure de la spore n'a pas un grand effet sur la résistance aux radiations, a la chaleur ou aux

produits chimiques (Leggett et al., 2012).
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Entre les membranes internes et externes, il y a le cortex. Le cortex est composé d'un peptidoglycane
(PG) spécial qui contient de I'acide diaminopimélique et de I'acide muramique sous forme d'acide
muramique-6-lactame (MAL). Le cortex est important pour établir et maintenir une faible teneur en
eau dans le noyau et ainsi assurer la résistance des spores. Pendant la germination, le PG du cortex est
dégradé, cette étape est essentielle pour la germination et la reprise de croissance des spores (Black

et al., 2007; Higgins and Dworkin, 2013).

Prés du cortex, la paroi de la cellule germinale a une structure similaire a la paroi de la cellule
végétative (Tan and Ramamurthi, 2014). Cette structure n'est pas dégradée pendant la germination
des spores et devient la paroi cellulaire de la cellule végétative apres |'excroissance de la spore (Black

et al., 2007).

La membrane interne est la derniére structure avant le noyau de la spore. Cette structure est
composée de lipides similaires a ceux de la membrane plasmique des cellules végétatives. Mais, les
principales différences entre ces deux structures sont la présence de récepteurs germinatifs et la
protéine SpoVA dans la membrane interne de la spore. Les lipides composant la membrane interne
sont faiblement mobiles. La faible mobilité des lipides et la viscosité de la membrane interne
permettent uniquement le passage des petites molécules telles que la méthylamine et I'eau (Black et

al., 2007; Leggett et al., 2012; Setlow, 2014).

Au centre de la spore se trouve le noyau, contenant I'ADN, I'ARN, les ribosomes et les enzymes des
spores. La déshydratation du noyau est favorisée par I'accumulation de I'acide dipicolinique (Ca**-DPA),
de cations bivalents de calcium et de protéines Small Acid Soluble Proteins (SASP) qui sont de petites
molécules qui protégent I'ADN de la dégradation et des rayonnements UV. Cette déshydratation
favorise la résistance a la chaleur et la dormance de la spore (Black et al., 2007; Leggett et al., 2012).
De plus, la propriété biochimique du noyau avec un pH plus faible (1,0 a 1,5 unités pH) module I'activité

enzymatique pendant la sporulation et la germination (Black et al., 2007).
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Figure 7 : Représentation schématique de la structure d’une spore.

(d’aprés Setlow, 2003).

3.3.2 Larésistance des spores

La structure de la spore lui permet de résister a différents stress environnementaux, comme les

composés chimiques, les radiations UV, les traitements thermiques (Tableau 15).

La composition en protéines riches en cystéine de I’exosporium des spores favorise la mise en place
de ponts disulfures. La présence de ces ponts augmente la résistance des spores contre le lysozyme et
le peroxyde d’hydrogéne (Janganan et al., 2020). Chez B. anthracis, I'exosporium joue le role de

barriére imperméable contre les anticorps (Moeller et al., 2008; Setlow, 2014).

La composition particuliere du peptidoglycane et la quantité importante en protéines du manteau de
la spore permettent également de créer une barriere imperméable aux grosses molécules, comme les
lysozymes, les agents oxydants, les aldéhydes, les désinfectants, le plasma (gaz comprimé et source
électrique) et a la prédation par les bactérivores (protozoaire) (Setlow, 2014). Le manteau contient
aussi des enzymes capables de détoxifier les agents chimiques tels que le peroxyde et les agents
alkylants de faible poids moléculaire (Black et al., 2007; Henriques and Moran, Jr., 2007; Leggett et al.,

2012; Setlow, 2014; Tan and Ramamurthi, 2014). Les spores de B. subtillis ont un manteau pouvant

Modélisation de la probabilité de croissance de C. sporogenes et C. botulinum en fonction

. ) . . . 61
du pH et de la concentration en chlorure de sodium apres un traitement thermique



CHAPITRE 1 : Introduction générale

accumuler un pigment brun foncé semblable a la mélanine qui absorbe les rayons UV assurant ainsi la

résistance des spores.

L'immobilité des lipides et la faible perméabilité peuvent étre dues a la compression des membranes
externe et interne par le cortex permettant d'augmenter la résistance de la spore (Black et al., 2007;
Leggett et al., 2012; Setlow, 2006). Dans le cceur de la spore, le changement de conformation de la
protéine SASP de type o/B apreés liaison avec I’ADN permet de protéger ’ADN des produits chimiques
et les facteurs physiques tels que les UV, les radiations gamma et les traitements thermiques (Leggett
et al., 2012). Les radiations UV ciblent principalement I’ADN. Ainsi, la présence de protéines SASPs de
type a/B permet un changement de configuration de I’ADN et bloque sa dépurination assurant une
meilleure résistance aux UV, aux radiations y, a la dessication et aux traitements thermiques par la
chaleur humide (Henriques and Moran, Jr., 2007; Moeller et al., 2008; Reineke et al., 2013; Riesenman

and Nicholson, 2000; Setlow, 2014, 2006).

De plus, "laugmentation de la concentration en ions bivalents tels que Mn?* et la déshydration du cceur
de la spore par I'accumulation de I'acide dipicolinique (Ca**-DPA) favorisent la résistance des spores
face aux stress environnementaux (Moeller et al., 2008; Setlow, 2014). En effet, la déshydratation du
cceur rend les protéines immobiles et augmente la dormance des spores (Leggett et al., 2012; Moeller

et al., 2008; Reineke et al., 2013; Riesenman and Nicholson, 2000; Setlow, 2014, 2006).

Cependant, toutes les structures n’ont pas de réle dans la résistance des spores tels que le cortex et

la paroi cellulaire de germination.

Par ailleurs, la résistance des spores dépend des espéces bactériennes et de I'environnement de
sporulation des spores. En effet, les protéines des spores d’espéces thermophiles sont plus
thermostables ce qui augmente leur résistance vis-a-vis d’un traitement thermique. Les conditions de
sporulation affectent la thermorésistance des spores : une température de sporulation élevée permet
une augmentation de la déshydratations du cceur et donc une augmentation de la thermorésistance
(traitement par la chaleur seche) (Setlow, 2014). Le méme phénomene est observé lors de I'ajout
d’additifs tels que les acides gras. En effet, la membrane des spores enrichie en lipides diminue la

perméabilité et augmente la résistance (Sugiyama, 1951).
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Tableau 15 : Mécanisme de résistance des spores face aux traitements chimiques et physiques.

Traitement sporicides Structures de la spore impliquées dans la résistance Mécanismes de résistance
Exosporium Barriere imperméable
. Manteau Protéines créant une barriere imperméable et détoxifiante
Produit chimique - - o — —
Membrane externe et interne Faible perméabilité et immobilité des lipides
Ceoeur de la spore Protection de I’ADN par la protéine SASP de type a/p
. Manteau Pigment brun foncé absorbeur de rayon UV
Radiation UV - ; =
Ceoeur de la spore Protection de I’ADN par la protéine SASP de type a/B
. Protection de I’ADN par la protéine SASP de type a/B
R I
adiation y Ceeur de la spore Accumulation d’ions bivalents (Mn )
Dessication Coeur de la spore Protection de I’ADN par la protéine SASP de type a/B
Chaleur humide Ceoeur de la spore Protection de I’ADN par la protéine SASP de type a/B
Protection de I’ADN par la protéine SASP de type a/B
. Accumulation de DPA
Chaleur seche Ceoeur de la spore umuiat

Accumulation d’ions bivalents Ca?*
Espéce thermophile plus résistante (espéce dépendante)

(Black et al., 2007; Henriques and Moran, Jr., 2007; Leggett et al., 2012; Moeller et al., 2008; Reineke et al., 2013; Riesenman and Nicholson, 2000; Setlow,

2014, 2006; Sugiyama, 1951; Tan and Ramamurthi, 2014)
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3.3.3 Germination et croissance

La germination des spores permet le passage de |'état de spore a celui de cellule végétative lorsque
des conditions environnementales favorables sont rencontrées : présence de nutriments, température
favorable a la croissance. En d'autres termes, la germination est définie par le passage du stade de
dormance au stade actif. Ce mécanisme divisé en quatre étapes principales est présenté ci-aprées

(Figure 8).

Lors du stade |, plusieurs nutriments, stimuli enzymatiques et physiques activent la germination. Parmi
les stimuli physiques, le traitement thermique (B. subtillis : 30 min a 70 °C ; C. botulinum : 10 min a 80
°C) et les hautes pressions (de 100 a 600 megaPascals) activent la germination des spores. L’activation
de la germination par un traitement thermique entraine une modification des protéines de surface
activant la perméabilisation du noyau par la libération de I'acide dipicolinique (Ca%*-DPA). Les hautes
pressions ne déclenchent pas la germination via les récepteurs de nutriments mais semblent
directement causer la libération de I'acide dipicolinique (Ca?*-DPA) (Luu et al., 2015; Setlow, 2014;
Wells-Bennik et al., 2016). Chez C. botulinum, la L-alanine et le co-germinant L-lactate activent aussi la
germination (Broussolle et al., 2002). Plusieurs études indiquent que la présence de L-alanine seule est
suffisante pour induire la germination (concentration minimale pour initier la germination : 1 mM de
L-alanine). Mais en présence des deux germinants L-alanine et L-lactate, la germination est plus rapide
et la quantité de spores germées est plus importante. Les différents germinants sont présentés dans
le Tableau 16. La L-alanine et le L-lactate sont tous deux des acides aminés hydrophobes composés
d'une chaine latérale courte (Brunt et al., 2014; Peck, 2009). Le traitement thermique (15 min a 70 °C)
combiné au germinant L-alanine améliore le taux de germination (Wang et al., 2017). Les germinants
sont reconnues par les récepteurs spécifiques de la germination (GR) situés dans la membrane interne
de la spore. Ces GR sont codés par deux opérons tricistroniques et un opéron pentacistronique pour
C. botulinum groupe | (ATCC 3502) et trois opérons tricistroniques et un opéron tétracistronique pour
C. sporogenes (ATCC 15579) (Brunt et al., 2014; Peck, 2009). Le récepteur germinatif est composé de
quatre protéines (GerA, GerB, GerC et GerX) et il peut y avoir six sous-types de protéines GerX (gerX
type la-f). Toutes les souches du groupe | possedent les génes gerXla et gerX1d. Alors que le géne
gerXlc n’est présent que dans le groupe I, les geénes gerX1b et gerXle sont tous deux présents dans le
groupe lll de C. botulinum et le géne gerX1F dans le groupe IV de C. botulinum (Brunt et al., 2016; Shen
et al., 2019).
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Tableau 16 : Germinant et co-germinant de C. botulinum groupe | a IV et C. sporogenes.

Espeéce Germinant Co-germinant
L-alanine, L-cystéine, L-méthionine, L-serine,
L-phénylalanine, glycine

C. botulinum Groupe | L-alanine, L-lactate

C. botulinum Groupe I L-alanine, L-serine, L-cystéine, L-thréonine, glycine ND
C. botulinum Groupe Il ND ND
C. botulinum Groupe IV L-cystéine, L-alanine ND

L-alanine, L-cystéine, L-méthionine, L-serine,
L-phénylalanine
ND : Non déterminé (Brunt et al., 2016).

C. sporogenes ND

Les germinants (L-alanine) et le co-germinant (L-alanine/L-lactate) induisent la libération d'un cation
monovalent tel que H*, K* et Na* caractérisant le stade Il de la germination. Ensuite, I'acide
dipicolinique (Ca%*-DPA) chélaté avec des cations bivalents de calcium, participant a la dormance de la
spore, sont également libérés lors de la germination. Cette libération participe a I'hydratation du
noyau, régulée par l'opéron spoVA. Au cours du stade Il, les spores perdent leurs propriétés de
résistance, en particulier, la résistance a la chaleur, car le noyau est progressivement hydraté. Les
protéines SASPs de types a/B toujours présentes autour de I'ADN ont un réle de protection, ainsi les
spores sont encore résistantes aux rayons UV (Black et al., 2007; Brunt et al., 2016; Janganan et al.,

2016; Shen et al., 2019).

Le stade Il correspond a la libération de Ca*-DPA. Cette libération active les enzymes lytiques du
cortex de la spore (SCLE). Les enzymes CwlJ et SleB sont localisées respectivement dans le manteau et
la membrane interne/externe. Elles sont responsables de I'hydrolyse du peptidoglycane du cortex.
L'hydrolyse du cortex permet l'augmentation du volume du noyau par 'accumulation d'eau (en
moyenne 80 % du poids humide) (Brunt et al., 2016, 2014; Diirre, 2014; Janganan et al., 2016; Shen et
al., 2019).

Enfin, le stade IV correspond a la reprise du métabolisme. Chez les espéces du genre Bacillus,
I'hydrolyse des SASPs par une protéase permet la transcription de I'ADN et fournit une source d'acides
aminés pour la biosynthese de novo. La spore devient une cellule végétative métaboliguement active

(Janganan et al., 2016; Setlow et al., 2008; Setlow, 2003; Shen et al., 2019).
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Stade | Stade Il
Activation avec les germinants - Libération des cations
Libération Ca®*-DPA
Hydratation partielle du coeur
Perte de la résistance

Exosporium
Manteau \
-
Cortex
Paroi
cellulaire de
germination
Coeur Germinant
Stade IlI
Hydrolyse du cortex
Gonflement du cceur
Perte de la résistance
Perte de ladormance
Stade IV
- Emergence
Activation du métabolisme
Spore - Dégradation des SASP
Synthése de novo
Cellule végétative Libération du manteau
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Figure 8 : Processus de germination des spores.

Figure adaptée de Setlow, 2003. Image de microscopie électronique des spores de Clostridium
sporogenes en cours de germination (recolorées en vert)(Setlow, 2003). Crédit Kathryn Cross, Institute

of Food Research. Site Web : https://www.eurekalert.org/pub releases/2015-05/nbi-

sft051315.php.

Au sein d’une population de spores, il existe une certaine hétérogénéité entre les individus. Chaque
spore a son propre temps de germination et de latence avant de conduire a une premiere division
cellulaire. En condition optimale de croissance et pour des spores non-stressées, I'hétérogénéité des
temps de latence est plutot faible mais lorsque les spores subissent un traitement thermique, le temps
nécessaire a la premiére division cellulaire est tres variable et probablement fonction de la capacité de
chaque cellule a réparer les dommages avant de germer. Cet effet est d'autant plus marqué que les
conditions de croissance sont défavorables et le stress thermique élevé (temps, température). Une
partie des spores traitées inoculées dans des conditions défavorables va mourir et I'autre partie va
réparer les dommages, voire produire de nouvelles molécules ou structures résistantes. Parmi les
spores réparées certaines pourront germer alors que d’autres seront inactives (i.e., une spore
incapable de germer) (Peck, 2006; Stringer et al., 2011, 2009). Tous ces facteurs affectent la probabilité

de croissance des spores, en particulier lors de la modélisation. Dans les conditions optimales de
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croissance, le temps de latence est significativement affecté par la taille de I'inoculum de C. botulinum
56A. Quand la taille de I'inoculum augmente de 1 a 100 spores/mL, le temps de latence diminue (Zhao
et al., 2000). L’effet de la taille de I'inoculum peut étre expliqué par I'hétérogénéité de la population
i.e., une plus grande probabilité d’avoir des spores qui germent plus rapidement ou un phénomene de
« quorum sensing » (communication entre cellules par accumulation de molécules signalétiques) qui

se déclenche en présence d’une quantité plus importante de cellules (Webb et al., 2012).

4. Maitrise du micro-organisme Clostridium botulinum
4.1 Traitement de destruction

Le traitement thermique est la méthode la plus utilisée et la plus efficace pour détruire les micro-
organismes, inactiver les enzymes et les toxines. Deux types de traitements thermiques a chaleur
humide sont utilisés dans l'industrie alimentaire : la pasteurisation et la stérilisation. La pasteurisation
est un traitement thermique dont la température est généralement inférieure a 100 °C et qui est
susceptible de détruire les cellules végétatives bactériennes, les spores fongiques et la majorité des
toxines (Hauschild, 1993). La stérilisation est un traitement thermique a une température supérieure

a 100 °C permettant également la destruction des spores bactériennes.

Bigelow (1921) propose de quantifier la résistance des micro-organismes au traitement thermique par
deux parametres : D et z (Bigelow, 1921; Esty and Meyer, 1922; Katzin et al., 1942). La valeur D (durée
de réduction décimale) est la durée du traitement thermique capable de réduire la population d'un
micro-organisme de 1 log (ou 90 % de la population) a une température spécifique (D+). La diminution
de la résistance (D) en fonction de I'augmentation de la température est exprimée par la valeur z, celle-
ci représente I'augmentation de température nécessaire pour réduire le temps de mort thermique D

d'un facteur 10.
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Selon ces définitions, le modéle cinétique décrivant I'évolution du nombre de survivants (N) en

fonction du temps de traitement thermique (t) est le suivant (Equation 1 ; Equation 2) :

LogN = LogNy — —

Equation 1 : Inactivation thermique.

Ou N représente le nombre de cellules survivantes apres le temps de traitement thermique t, Ny est la
population initiale, t le temps de traitement thermique et D le temps de réduction décimale (Katzin et

al., 1942).

Tref—T
Dy = Dr,,, X 107

Equation 2 : Evolution de la résistance bactérienne en fonction de la température de traitement.

OU Drre est le temps de réduction décimale a une température de référence (T.f) et z est le nombre

de degrés Celsius nécessaires pour réduire D d’un facteur 10 (Bigelow, 1921).

Ces valeurs permettent de calculer le temps équivalent FO (valeur stérilisatrice ou pasteurisatrice)
nécessaire pour détruire un nombre précis de cellules viables a une température donnée, ou encore

avec des traitements complexes lorsque la température n'est pas constante.

Les spores de C. botulinum groupe | sont hautement thermorésistantes (D121,1°c= 0,21 minutes) et sont
la principale préoccupation pour la production slre d’aliments en conserve faiblement acide. C.
botulinum groupe | est pris comme micro-organisme de référence pour les traitements de stérilisation.
Les industries alimentaires doivent appliquer un traitement thermique entrainant une destruction de
12 réductions décimales pour les produits en conserve faiblement acides. Cette régle correspond au
traitement thermique minimal qui est capable de détruire 10 log de spores de C. botulinum groupe |
(Tableau 17), soit un traitement thermique de Fi21,1 °c = 3 minutes (calculé a partir de Di121,1°c= 0,21
minutes, 12 x 0,21 = 2,52 arrondis a 3 min), appelé « Botulinum cook » (CTCPA and DGAL/SDSSA, 2015;
FDA and GMA, 2010; Peck, 2009; Sperber et al., 2009; Stumbo et al., 1975).
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Tableau 17 : Relation entre le micro-organisme visé par le traitement thermique et la limite létale

admissible.
Cible bactérienne C. botulinum groupe | C. sporogenes
Danger Botulisme alimentaire Altération (formation de gaz)
Risque Santé publique (pathogene) Commercial
D121.1c(min) 0,21 1,5
Ngmbre de réduction décimale 1012 10
minimale
Traitement thermique minimal 12D 6D

(Piar and Lanoisellé, 2000).

4.2 Formulation de I'aliment
4.2.1 Acidification

L'acidification des produits alimentaires est utilisée pour contrdler la germination et la croissance de
C. botulinum. L'ajout d'acide dans le produit permet de diminuer le pH et d'inhiber la croissance
bactérienne. En effet, un pH bas contribue a la dénaturation des protéines de surface en favorisant la

perméabilité cellulaire et en inhibant I'activité enzymatique (Dahlsten et al., 2015).

Les produits faiblement acides (pH > 4,5) sont plus sujets au développement de micro-organismes dont
C. botulinum groupe |, la stérilisation est nécessaire dans ce cas. A l'inverse, les produits alimentaires
naturellement acides ou acidifiés (pH < 4,5 pour la réglementation européenne ou pH < 4,6 pour les
USA, réglementation appliquée par la FDA) ont une probabilité de croissance plus faible du fait de leur
acidité, une pasteurisation suffisante permet de lutter contre le développement des cellules

végétatives (CTCPA and DGAL/SDSSA, 2015; Diao et al., 2014)(Tableau 18).

Tableau 18 : Catégorisation des produits alimentaires selon leurs pH.

Aliments pH Exemples

Viande, poisson, la plupart des Iégumes, les plats préparés, les
produits laitiers
Tomates, fruits (pommes, fraises, etc.), produits volontairement

Faiblement acide pH=>4,5

Modérément acide 4,2<pH<4,5

acidifiés
Acide 3,8<pH<4,2 Laplupart des fruits, spécialités volontairement acidifiées
Hautement acide pH<3,8 Agrumes, baies, choucroute, jus de fruits

(CTCPA and DGAL/SDSSA, 2015).
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De plus, le type d’acidifiant joue un rdle dans I'inhibition de la croissance de C. botulinum. Les acides
organiques a chaine courte tels que I'acide lactique, I'acétate ou I’acide malique ont un pKa compris
entre 3 et 5 et sont généralement utilisés comme acidifiants. Leur pouvoir inhibiteur est plus important
qgue les acides minéraux a des valeurs de pH équivalentes (McClure et al.,, 1994). Dans certaines
conditions, la pénétration de I'acide dans la matrice alimentaire n’est pas compléte créant ainsi des
microenvironnements avec un pH supérieur a 4,6 favorable a la croissance bactérienne et donc,
potentiellement, a la formation de la toxine botulique (Frank, 2007). Le type d’acidifiant joue aussi un
role dans la thermorésistance des spores. Chez B. cereus, la sensibilité au pH augmente lorsque la
valeur du pKa augmente. Cette relation a révélé que les formes dissociées des acides modifient la
résistance a la chaleur des spores par I'accumulation de protons. A pH 7,0 et avec une molarité de 0,01
M d’acide acétique, la valeur de D est de 3,4 min. Lorsque la molarité d’acide acétique augmente
jusqu’a 1 M, la valeur de D est de 6,0 min (Leguerinel and Mafart, 2001). Un second facteur important
est la flore endogéne, le développement des levures, des moisissures et des bactéries permet de
métaboliser les acides et les protéines entrainant I'augmentation du pH et par conséquent, le
développement de C. botulinum. Le troisiéme facteur pouvant jouer sur la croissance de C. botulinum
est la présence en forte concentration de protéines notamment dans les viandes et les plats préparés.
En effet, C. botulinum groupe | est potentiellement capable de se développer dans des milieux de
culture contenant des protéines précipitées a pH 4,30 aprés 6 semaines a 30 °C méme si la limite de

croissance est de pH 4,60 (Lund et al., 1987).

4.2.2 Activité de I'eau

L'activité de I'eau (aw) du produit est un autre parametre permettant le contréle de C. botulinum. Un
faible niveau d'activité de I'eau est critique pour le micro-organisme car les enzymes sont immobiles
et ne peuvent pas activer le métabolisme. Lorsque I'activité de I'eau extérieure est inférieure a celle
de la cellule, il se produit une plasmolyse (sortie de I'eau). Elle entraine I'accumulation de cations de
potassium qui réduisent les aminates céto-glutamate en glutamate par l'action de la glutamate
déshydrogénase. L'accumulation de glutamate permet I'entrée d'eau dans la cellule. Le glutamate peut
étre transformé en acide y-aminobutyrique (GABA) ou en proline lorsque I'activité de I'eau est

inférieure a 0,95 comme en présence de glycérol (Sperber, 1983).

La modulation de I'activité de I'eau est basée sur I'ajout de plusieurs solutés comme le NaCl, le glucose,

le saccharose ou le glycérol. Pour C. botulinum groupe |, les limites de croissance sont de 10 % de NaCl
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(Peck, 2009). Pour C. sporogenes, les mémes valeurs d’a, ont été retrouvées (aw = 0,94 avec du NaCl
et aw = 0,93 pour le glycérol). Cependant, 'utilisation de NaCl comme dépresseur de I'ay, entraine un
effet cytotoxique pour la cellule. La baisse de I'ay favorise I'accumulation de glutamate, étant chargé
négativement vis-a-vis du pH de la cellule, cela nécessite la présence d’un cation compensateur tel que
I'ion potassium. L’augmentation de la concentration en glutamate entraine I'augmentation d’ions
potassium toxique pour les fonctions cellulaires ce qui entraine I'inhibition de la croissance. A l'inverse,
le glycérol est considéré comme un « soluté compatible » car il réduit I'aw intracellulaire sans effet
toxique sur la structure et sur la fonction cellulaire (Sperber, 1983). La présence du NaCl a également
un impact sur la résistance thermique des spores. En effet, la thermorésistance des spores est plus
élevée a de faibles valeurs d'a.. La thermorésistance des spores de C. botulinum groupe | (type B) et

C. sporogenes augmente de 20 a 30 % lorsque 2 % de NaCl sont ajoutés au milieu (Hutton et al., 1991).

4.3 Effets synergiques des facteurs environnementaux

L'inactivation des spores de C. botulinum pour prévenir le botulisme est complexe. L'intensité élevée
des traitements thermiques appliqués pour assurer la sécurité alimentaire cause des dommages
importants au niveau de la qualité nutritionnelle et sensorielle des aliments. Par conséquent, C.
botulinum est parfois controlé par inhibition plutot que par la destruction dans les aliments.
L'inhibition de la germination, de la croissance et de la production de toxines sont un moyen de limiter
I’émergence des risques liés a la présence de C. botulinum. Elles sont généralement maitrisées en
controlant plus d’un facteur environnemental qu’il s’agisse des facteurs intrinseques (pH,
concentration en chlorure de sodium, additifs, polyphénols...) ou extrinseques (température de
stockage, traitement thermique, atmosphere modifiée...). Ainsi, une multitude de facteurs
s’accumulent pour inhiber la croissance bactérienne, on parle d’effet barriére ou « hurdle technology »
en anglais. C'est en 1978 que Leistner a défini la « hurdle technology ». Il associe un effet barriére a la
combinaison de plusieurs facteurs limitant la prolifération bactérienne ou sa prévalence tels que le pH,
I'aw, la température de réfrigération et le traitement thermique (Jalali et al., 2016; Leistner and Gould,
2002). Par exemple, I'association de chlorure de sodium, d’acide sorbique et de sel de phosphate avec
la pasteurisation permet l'inhibition de C. botulinum dans le fromage (Glass et al., 2017). La
combinaison d’un traitement thermique minimal avec a I'ajout de nitrite de sodium sur de la viande

salée faiblement acide permet également d’inhiber C. botulinum (Frank, 2007; Hauschild, 1993).
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5. Objectifs de la thése

Les micro-organismes sporulés pathogenes conduisent chaque année a des toxi-infections
alimentaires (24 % des TIAC en 2019 en France) (Fourner et al., 2021). L'espéce bactérienne Clostridium
botulinum a été identifiée comme I'espéce pathogene la plus thermorésistante et I'une des plus
dangereuses, ce qui en fait une référence dans I'établissement des barémes de stérilisation.
Usuellement, la sécurité alimentaire est atteinte vis-a-vis de C. botulinum groupe | lorsque la
destruction atteint 12 réductions décimales. Cette destruction est obtenue par un traitement
thermique équivalent a 3 min a 121,1 °C correspondant a ce qu’on appelle le « botulinum cook » :
valeur stérilisatrice (VS) 2 3 min. Ainsi, les aliments permettant le développement de C. botulinum
groupe | (pH > 4,5), doivent subir un traitement thermique de stérilisation au moins égal a cette cible.
La germination des spores survivantes au traitement thermique et la croissance de C. botulinum
groupe | peuvent également étre affectées par la formulation d’un produit alimentaire (sel, pH, aw,
sucres, additifs, conservateurs chimiques...). Ces facteurs utilisés indépendamment et a forte intensité
sont suffisants pour inhiber totalement la croissance de C. botulinum groupe | mais les qualités

organoleptiques et nutritionnelles du produit sont fortement impactées.

Toutefois, la synergie de plusieurs facteurs en lien avec la formulation du produit, associée a un
traitement thermique méme réduit, semble permettre la maitrise des risques alliés a la présence de C.
botulinum groupe |. De nombreux cas existent ou des produits, tels que le foie gras et les produits a
base d’olives (tapenades, olivades, pates d’olives) sont constatés microbiologiquement stables bien
gu’aucun des facteurs (caractéristiques physico-chimiques, traitement thermique) ne puisse
I’expliquer a lui seul. Ces effets synergiques n’ont jamais été réellement étudiés pour ces produits
ayant recu un faible traitement thermique. Les industriels et artisans, qui souhaitent fabriquer des
produits appertisés doivent, en fonction des caractéristiques physicochimiques de leurs produits, se
conférer aux dispositions réglementaires des Instructions Techniques de la Direction générale de la
concurrence, de la consommation et de la répression des fraudes (DGCCRF) (par exemple : « un produit
de pH > 4,5 doit étre stérilisé avec VS = 3 minutes minimum ») pour établir le baréme de traitement
thermique. Aujourd’hui, il existe une forte demande des industriels pour pouvoir valider des
traitements thermiques de plus faible intensité (pasteurisation) combinés avec les autres facteurs
d’inhibition microbienne liés a la formulation du produit. La mise en évidence de ce type d’interactions
synergiques agissant comme des « barriéres » (« hurdles technologies ») serait donc théoriquement
possible pour des produits stables a température ambiante bien que faiblement traités

thermiguement. La combinaison avec la température, le pH et I'a,, a été largement documentée pour
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la croissance microbienne. L’exemple le plus connu est Listeria monocytogenes qui, comme l'indique
le Reglement U.E. 2073-2006, est maitrisée lorsque I'ay, est inférieure a 0,94 en association avec un pH
inférieur a 5,0 (alors qu’une ay < 0,92 constitue sa limite de croissance comme unique facteur de
maitrise) (“Réglement (CE) N°2073/2005 de la Commission,” 2005). L’existence de nombreux modéles
disponibles permet de décrire certaines de ces interactions. Toutefois, ces modéles ne prennent pas
en compte les interactions entre le traitement thermique partiellement destructif, le pH et I'aw pour la

stabilité du produit.

L’objectif principal de la thése était de comprendre et de quantifier les interactions entre le traitement
thermique et les caractéristiques physico-chimiques du milieu de recouvrement (pH, aw) pour
expliquer I'inhibition de la germination et/ou de la croissance des espéces de C. botulinum groupe | et

de C. sporogenes dans les produits a base d’olives traités thermiquement.
Pour cela trois objectifs ont été identifiés et sont traités sous forme de trois chapitres :

Le premier objectif (Chapitre 2) était de développer un modele décrivant la probabilité de
germination/croissance de la souche de C. sporogenes PA 3679 en tenant compte de I'interaction entre

le pH et la concentration en chlorure de sodium aprés un traitement thermique.

Le deuxieme objectif (Chapitre 3) était dédié aux études physiologiques et génétiques de C.
sporogenes et C. botulinum groupe | pour évaluer la variabilité biologique de ces espéces et I'impact
de cette variabilité sur la probabilité de germination/croissance en fonction du pH, de la concentration

en chlorure de sodium et du traitement thermique.

Le troisieme objectif (Chapitre 4) était consacré a la caractérisation des parameétres physico-chimiques
de produits a base d’olives traités thermiquement. Cette caractérisation vise a mieux identifier la
variabilité des facteurs pouvant contribuer a I'inhibition de croissance de C. botulinum groupe | et C.
sporogenes et de pouvoir qualifier la variabilité de chaque classe de produits a base d’olives traités

thermiquement (olives entiéres, tapenades, olivades, pates d’olives et pates d’olives de Nice).
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Dans le chapitre précédent (Chapitre 1), le risque botulique a été décrit depuis ses origines jusqu’aux
différents moyens de maitrise actuellement utilisés pour assurer la sécurité alimentaire. Toutefois,
I'intensité élevée des traitements thermiques appliqués pour assurer la sécurité alimentaire impacte
fortement les qualités nutritionnelles et sensorielles des aliments. Par conséquent, C. botulinum
groupe | et C. sporogenes sont parfois controlés par des facteurs liés a la formulation du produit
alimentaire (concentration élevée en NaCl, présence de polyphénols et d’acide gras...) comme le
montre les produits a base d’olives traités thermiquement. La synergie de la formulation du produit
associée a un traitement thermique de faible intensité, semble permettre la maitrise du risque
botulique. Bien que ces effets barrieéres (hurlde technology en anglais) aient déja été observés et
modélisés (Listeria monocytogenes “Réglement (CE) N°2073/2005 de la Commission,” 2005), le sujet
est peu documenté lorsqu’il s’agit de I'association du pH, de la concentration en NaCl et du traitement

thermique sur C. botulinum groupe | et C. sporogenes.

L'objectif de ces travaux était de quantifier I'impact des facteurs environnementaux (pH et
concentration en chlorure de sodium) et d’un traitement thermique de faible intensité sur les capacités
de germination/croissance des spores de C. botulinum groupe | et C. sporogenes. Ainsi, un modeéle de
probabilité de croissance a été développé pour C. sporogenes PA 3679 en fonction du pH et de la

concentration en chlorure de sodium aprés un traitement thermique.

Dans ce chapitre, le modele de probabilité de croissance développé est présenté sous forme d’un

article publié dans le journal Food Microbiology en 2021.

Les travaux de modélisation nécessitent souvent I'acquisition d’'un grand nombre de données
expérimentales. Pour simplifier et automatiser ces acquisitions, nous avons entrepris des
développements méthodologiques en microfluidiques présentés dans une partie « Focus ». Cette
approche a été développée en utilisant une imprimante 3D couplée a un pousse-seringue pilotés par
un ordinateur. La formation de micro-gouttes aqueuses dans une phase hydrophobe permet
d’individualiser des microenvironnements, ce qui présente I'avantage d’acquérir une grande quantité
de données dans ces espaces réduits (environ 110 micro-gouttes par boite de Pétri) et de facon

automatisée.
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1. Highlights

e Vegetative cells and spores have not the same pH growth limits for the parameters analysed.
e If the intensity of heat treatment increases, the spore growth range is decreases.
e Physiological state impacts the growth limits of C. sporogenes PA 3679

e The combination of water activity, pH and heat treatment prevent the spore growth.

2. Abstract

Clostridium sporogenes has been widely used as a surrogate for proteolytic C. botulinum for validating
thermal processes in low-acid cans. To limit the intensity of heat treatments, industrials must use other
ways of control as an association of acidic and saline environment after a low heat treatment. The
probability of growth of pH (7-4.4), sodium chloride concentration (0-11%) and heat treatment (80 °C-
10 min; 100 °C-1.5 min and 5.2 min) were studied on C. sporogenes PA 3679 spores and vegetative
cells. Vegetative cells or heat-treated spores were inoculated in PYGm broth at 30 °C for 48 days in
anaerobic conditions. Vegetative cells growth (pH 4.6—pH 4.5; 7%—8% NaCl) range is larger than the
spore one (pH 5.2—pH 5.0; 6%—7% NaCl). Spores germination and outgrowth rage is decreased if the
spores are heat-treated at 100 °C for 1.5 min (pH 5.5-5.3; 4%-5% NaCl) and 5.2 min (pH 5.7-5.3; 4%-5%
NaCl). The C. sporogenes PA 3679 spores germination and outgrowth is impacted by their physiological
state. The synergic interaction between environmental factors (pH and NaCl) and the physiological
state (vegetative cells and spores) opening new possibilities for optimizing food formulation processes

to manage the risks of C. sporogenes spoilage.

3. Introduction

Botulism neurotoxins (BoNTs) are among the most poisonous natural substances known (~1 ng/kg).
BoNTs cause the severe neuroparalytic illness known as botulism. Foodborne botulism has mainly been
described with proteolytic (Group 1) and non-proteolytic (Group Il) Clostridium botulinum strains that
produce toxin types A, B and F (Group 1) or B, E and F (Group Il). Proteolytic strains of C. botulinum are
mesophilic and highly resistant and may present a hazard in low-acid canned food. C. botulinum is the
main hazard targeted for optimized heat-process control, but its inactivation by heat cannot be the

only technological hurdle relied upon for safety control. A large number of botulism outbreaks over
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the years have prompted extensive research into the control of C. botulinum growth. The canning
industry uses heat treatment to help control spore germination and growth. In low-acid canned foods
(pH>4.6), the target organism is C. botulinum (usual growth limit is pH 4.5). The proteolytic strains of
C. botulinum are the most heat-resistant pathogens on record. The decimal reduction time (D-value)
at 121 °C, reported by Esty & Meyer in 1922 as the highest heat resistance recorded, was 0.21 min,
i.e., a sterilization value of 3 min (FO = 3 min) corresponding to a 12D spore destruction process or
“botulinum cook” (Esty and Meyer, 1922). Given the extreme biohazard risk presented by C. botulinum,
Clostridium sporogenes PA 3679 is a widely used surrogate to validate thermal processes for low-acid
canned foods, to validate high-pressure processing, or to evaluate the potential of four electro-
activated solutions (Busta et al., 2003; Hu and Gurtler, 2017). This strain of C. sporogenes is recognized
as a suitable surrogate for group | (proteolytic) C. botulinum and designated Putrefactive Anaerobe
(PA) 3679 (ATCC 7955, NCTC 8594), it was originally isolated from spoiled canned corn in 1927 (see E.J.

Cameron).

Food preservation has to be effective and efficient to ensure food is safe from growth of proteolytic C.
botulinum. Growth of this pathogenic microorganism can be managed by pH or by adjusting water
activity (aw) and adding preservatives. Some studies have established that C. botulinum spores cannot
germinate, grow and produce toxin when the pH of the medium is less than pH 4.6. It has been
reported, in one extreme case, that Group | C. botulinum is potentially able to grow in culture media
containing precipitated protein at pH 4.30 after 6 weeks at 30 °C, even if the growth limit was 4.60
(Lund et al.,, 1987). Adding sodium chloride is another common way employed to control the
development of C. botulinum, but growth is inhibited at high concentrations of sodium chloride (>10%,
i.e., aw = 0.935). This method is not desirable in most foods, especially in a context where nutritional
guidelines recommended reducing dietary sodium chloride intakes (World Health Organization, 2019).
The minimum ay, for C. sporogenes growth is 0.94 with NaCl, which corresponds to 10% of NaCl or 0.93
in the presence of glycerol. Germination of C. sporogenes is inhibited by a a,, of 0.93 with NaCl and
0.89 with glycerol (Sperber, 1983).Limits placed on the use of food preservatives and mounting
consumer demand for less processed and more nutritionally-valuable food have prompted the food
industry to deliver cleaner, safer food by using mild hurdle technologies in combination (Leistner and
Gould, 2002). C. botulinum is able to grow at pH 7.0 and a, = 0.960 or pH 5.0 and a,, = 0.997, but does
not grow at pH 5.8 and a, = 0.95 (Sperber, 1983). The European regulation states that growth of Listeria
monocytogenes could be prevented by pH < 4.4 or a, £ 0.92 or by factor combinations such as pH <

5.0 and aw < 0.94 (Commission regulation (EC) No. 2073/2005, 2005). Studies of the effect of pH and
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NaCl on the growth of Bacillus cereus by Raevuori et al. in 1975 showed another example of hurdle
technology, as the combination of pH 5.5 with 2% NaCl resulted in a 3.88 log reduction after 10 days
at 30 °C. However, the effects of pH and NaCl on growth of B. cereus are dependent on target strain

and medium used (Raevuori and Genigeorgis, 1975).

Here we investigated the combined effects of pH and sodium chloride concentration and their
interactions with heat treatment on the probabilities of germination and growth of C. sporogenes PA
3679 spores and vegetative cells in broth. Growth of C. sporogenes PA 3679 in PYGm broth at
suboptimal temperature (30 °C) was determined using the most probable number (MPN) technique.

The results were then used to develop an original growth probability model.

4. Materials and methods
4.1 Bacterial strains

This study used Clostridium sporogenes strain PA 3679 obtained from the Campden collection and
stored at -80 °C in solution with beads (Biomérieux, AES Chemunex, Bruz, France). Three beads were
dropped into 10 mL of modified Peptone-Yeast-Glucose broth (PYGm). The culture was incubated at
30 °C for 72 hours. Then two successive pre-cultures of 100 uL of culture inoculate in 10-mL tubes of
PYGm broth were incubated at 30 °C for 16 hours. Anaerobiosis was maintained by pouring paraffin
into the tubes after inoculation. The modified PYGm broth composition was: yeast extract (10 g/L),
beef extract (5 g/L), dextrose (5 g/L), peptone (5 g/L), tryptone (5 g/L) (Biokar Diagnostics, Allonne,
France), K;HPO4 (2 g/L), resazurin (1 mg/L), Tween® 80 (1 mL/L), and 40 mL/L of salt solution (NaHCOs,
10 g/L; NaCl, 2 g/L; K;HPO4, 1 g/L; KH,PO4, 1 g/L; MgS04 7H,0, 0.5 g/L; CaCl 2H,0, 0.25 g/L) (Sigma-
Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France). The PYGm broth ingredients were placed together in a final
solution volume of 1 L and mixed thoroughly, boiled for 5 min, and cooled at room temperature. Then,
L-cysteine-HCI (0.5 g/L), vitamin K1 solution and hemin solution (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-
Fallavier, France) were added to the PYGm broth. The vitamin K1 solution was composed of 0.1 g of
vitamin K1 in 20.0 mL of 95% ethanol, then mixed thoroughly, sterilized by filtration, and stored at -18
°C in a brown glass bottle. The hemin solution was composed of 50.0 mg of hemin in 1.0 mL of NaOH
1N to a final volume of 100.0 mL, and stored at 4 °C. Finally, the PYGm broth was distributed into 10
mL tubes and autoclaved for 15 min at 121 °C. The oxygen was removed of PYGm broth after heating

in a water bath (JULABO GmbH, Seelbach, Germany) at 95 °C for 20 min or under an anaerobic
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chamber (90% N3, 5% H,, 5% CO,, Whitley A35 Workstation, Don Whitley Scientific, United Kingdom).
Resazurin (1 mg/L) (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) added to the PYGm medium is a
highly sensitive colour indicator. This indicator is pink in the presence of oxygen and transparent in the

absence of oxygen.

4.2 Sporulation

Spores were produced in modified Meat Liver modified agar medium (VFSRm) supplemented with 2
g/L of yeast extract (Biokar Diagnostics, Allonne, France). 1 mL of the pre-culture (previously described)
was inoculated on VFSRm agar plates. The plates were incubated under anaerobiosis in jars (Oxoid™
AnaeroGen™, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) at 30 °C for 10 days. Sporulation was
stopped when free spores represented more than 95% of cells counted by phase-contrast microscopy
at a maghnification of 1,000 (Olympus BX50; Olympus Optical Co., Ltd., Hamburg, Germany). Spores
were harvested by pouring distilled sterile water into the plates and scraping their surface. Spore
suspensions were centrifuged at 6,000 g for 10 min at 4 °C, and the spores were resuspended in 5 mL
of sterile distilled water. Spores batches were divided into 1 mL aliquots and stored at 4 °C until use.

Final concentration of the stock suspensions was approximately 10° spores/mL.

4.3 Heat treatment of spore suspensions

To estimate the initial (t0) spore concentration, the spore suspensions were heat-treated in a water
bath at 80 °C for 10 min. The spores were also heat-treated for 1.5 min and 5.2 min at 100 °C to achieve
1 + 0.33 log and 2 + 0.38 log destruction of the spore suspension. The spore suspensions (10°
spores/mL) were diluted 1:10 (v/v) in phosphate buffer pH 7.0 (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier,
France) before the treatment. Then, 200 pL capillary tubes (Hirschmann Laborgeradte, Ringcaps®,
Germany) were filled with 100 uL of spore suspension and heat-treated in a thermostatic water—
glycerol bath (JULABO GmbH, Seelbach, Germany). The capillary tubes were removed from the bath
after the predetermined time and cooled in water/ice bath. After a cleaning/disinfection step with
ethanol, the tubes were broken at both ends and their contents poured into a tube containing 4 mL of
tryptone salt broth (Biokar Diagnostics, Beauvais, France), and the capillary tube was rinsed with 900

uL of tryptone—salt broth.
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4.4 Experimental design

Suspensions of cells (vegetative cells or spores) at different physiological states were used at a
concentration of 2.107 CFU/200 pL. The experiment used vegetative cells, spores heat-treated at 80 °C
for 10 min, and spores heat-treated at 100 °C for 1.5 min or 5.2 min. Counts of viable cells were done
using the most probable number (MPN) method in PYGm broth in 96-well microplates (Nest, Wuxi,
China). MPN estimation was performed by 6 successive 1:10 dilutions in a 96-well microplate. For each
dilution, 8 wells were replicated. The cell suspensions (20 uL) were pipetted into each of the first 8
wells (180 pL of PYGm broth). A full factorial design, including 132 combinations of 11 pH levels and
12 sodium chloride concentrations, was performed. The PYGm broth pH levels used were 7.0, 6.0, 5.8,
5.6,5.4,5.2,5.0,4.8,4.6,4.5, and 4.4. pH of broth was adjusted with HCI 1N before autoclaving at 121
°C for 15 min. The pH meter (Meterlab, Villeurbanne, France) and a Tuff-Tip™ electrode (Fisher
Bioblock Scientific, Illkirch-Graffenstaden, France) were calibrated using standard buffer solutions
(Merck, Darmstadt, Germany) at pH 4.0 and 7.0. The sodium chloride concentrations tested were 0, 1,
2,3,4,5,6,7,8,9,10and 11% (% wt/vol) of NaCl added in PYGm broth before autoclaving at 121 °C
for 15 min. The corresponding water activities (aw) were calculated by Raoult’s laws, which state that

aw corresponds to molar faction of water:

(100 — % sodium chloride)

Mwater
100 — % sodium chloride n % sodium chloride

Mwater Msodium chloride

a,, =

Equation 1: Water activity (Raoult’s law).

where Muyater is molar mass of water (18 g/mol) and Mg, is molar mass of sodium chloride (58.44
g/mol). The calculated a. were 0.997, 0.994, 0.988, 0.981, 0.975, 0.968, 0.962, 0.955, 0.949, 0.942,
0.935 and 0.928, for each sodium chloride concentration from 0 to 11% (w/w) respectively. The
microplates were incubated in an anaerobic chamber (90% N,, 5% H,, 5% CO,, Whitley A35
Workstation, Don Whitley Scientific, United Kingdom) at 30 °C for 48 days. Growth of vegetative cells
or germination and outgrowth of spores were determined based on visible broth turbidity in the wells.
Observations were done each week. pH and sodium chloride concentrations were tested

independently or in association and replicated four times.
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4.5 Data processing

For each combination of pH and sodium chloride concentration, we read the number of positive wells
in a set of serial dilutions to calculate the MPN and estimate the population size. Population size was
given using the MPN function available in the MATLAB Central File Exchange (Statistical Toolbox,
MATLAB R2013b, MathWorks, Natick, MA) (Fridman, 2020). Four experimental replicates were used
to calculate the mean of the observed number of decimal reductions (nobs). In cases where one of the
experimental replicates was bounded by a censored value, the mean is given using the fitdistrplus
function available in the R package (https://cran.r-project.org/) (Pouillot and Delignette-Muller, 2010).

Based on MPN results, the number of decimal reductions observed (n.»s) was defined by Equation 2:

Nops = log(NO) — log (Nyps)

Equation 2: Number of decimal reductions observed.

where NO is concentration of cells when the pH is equal to 7 and sodium chloride concentration is 0%
(aw = 0.997), and Nobs is the concentration of vegetative cells or spores at the given condition. The
limit of quantification is reached when only one well is positive. Beyond this limit of detection, the

result is considered as censored data.

4.6 Modeling

The model proposed here to describe the number of decimal reductions (np.s) according to the

environmental conditions is given by Equation 3:

_{ 0 Jif I = I,
Nprea = —a X (]og(ﬂo) - log(ﬂ)). if 1 < I

Equation 3: Number of decimal reductions predicted.

where nprq is predicted decimal reduction number of vegetative cells or heat-treated spores at

different combined pH values and sodium chloride concentrations, a is a shape parameter, it is the
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gamma product derived from the Gamma concept (Equation 4, (Zwietering et al., 1992)) in the
conditions under study, and mo is the t value above which nprq is not affected by pH and sodium
chloride concentration. At the optimal condition, m = 1 and npreq = 0. When the conditions become
adverse, m = 0 and nprq tends towards infinity when pH, sodium chloride concentration and their

interaction approach the limit of growth and germination and outgrowth.

T = Ycmpy X YeMg, X VE

Equation 4: Gamma product derived from the Gamma concept.

The equations (4) for ycy, are:

(X - Xmax) X (X - Xmin)n
(Xopt - Xmin)n_l[(Xopt - Xmin)(X - Xopt) - (Xopt - Xmax)((n - 1) X Xopt + Xmin - nX)]

Yem, =

Equation 5: Gamma product from cardinal values.

where X is the factor studied (aw or pH), ay,,.., Aoy r A PHmin, PHopt and pHy,qx are minimum,
optimum and maximum growth and germination and outgrowth values for the factors studied (a., and
pH), and n is a shape parameter which is 1 for a, and pH (Rosso et al., 1995, 1993). The function
describing the interaction between the studied factors was given by Le Marc et al. (2001) and later

modified by Augustin et al. (2005) (Augustin et al., 2005; Le Marc, 2001).
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1, <05

Ye = 0, =1
21—-v), 05< P <1

Equation 6: Gamma product from interaction.

B o (X;)
V= Z 2 =il 1 = (X))

Equation 7: Interaction model (i).

Xopt — X \°
pX) = <—>
Xopt - Xmin

Equation 8: Interaction model (ii).

where X;,;, and X,,,,; are minimum and optimum growth and germination and outgrowth values for

the studied factors.

4.7 Model fitting and statistical analysis

The parameters were estimated by minimizing the sum of squared root error using a non-linear fitting
function (Isqgcurvefit function, Optimization Toolbox, MATLAB R2020a, MathWorks, Natick, MA). The
95% confidence intervals of the estimated parameters were computed using the Jacobian matrix and
the Matlab Statistics Toolbox function nlparci (Statistical Toolbox, MATLAB R2013b, MathWorks,
Natick, MA). Goodness-of-fit was evaluated by the coefficient of determination (R?) and the root mean
squared error (RMSE). A value close to one indicates a best fit for R2. The smaller the RMSE, the better

the model was fitted on the data.
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5. Results & Discussion
5.1 Effect of pH and sodium chloride concentration on growth limit of C. sporogenes
5.1.1 Growth limits of vegetative cells

First, this study allowed to determine the vegetative cell growth limits of the C. sporogenes PA 3679
strain for 7.92 CFU % 0.5 per well. Several pH and sodium chloride concentration values ranging from
7.0to 4.4 and from 0% to 11% were tested (Table 1). The growth/no-growth responses were recorded

based on visible turbidity of the broth in microplate wells.

The vegetative cells were able to grow between pH 6.7 and pH 4.6, and no growth was observed below
pH 4.5 after 48 days of incubation at 30 °C (Table 1). These pH growth limits are close to the recognized
growth limits for group | C. botulinum and its surrogate C. sporogenes (pH < 4.6) (Peck, 2009). The
sodium chloride concentration growth limit of vegetative C. sporogenes PA 3679 cells were between
7% (aw = 0.955) and 8% (aw = 0.949). These vegetative cells growth limit is lower than the recognized
growth limit for group | C. botulinum species, which is 10% (aw = 0.935) (ANSES, 2019; Peck, 2009).
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Table 1: Observed growth (+) or no-growth (-) for vegetative cells and heat-treated spores incubated at different pH levels and sodium chloride

concentrations (% NaCl) in PYGm at 30 °C for 7.42 log CFU + 0.6 per well.

pH of the PYGm % NaCl (ay) of the PYGm
N ¥ ® 9 I ® § n a9 «w v Q
o) o) 00 0 ~ O © To) < <t By P
O N N Hn N O O N Vv T 2 9 a9 9 92 9 a9 9N 9 a2 Lo
6 1w 1B ¥ 22 2 2 2 2 2 2 e e 9= =
N X X X X X X X X N S N
o — ~N ™ < ry) © ~ ) 1)) = e

Vegetative cells

Spores heat-treated at
80 °C for 10 min

Spores heat-treated at
100 °C for 1.5 min
Spores heat-treated at
100 °C for

5.2 min
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5.1.2 Germination and outgrowth limit of spores

The spores of C. sporogenes PA 3679 were heat-treated at 80 °C for 10 min, and 7.42 log CFU = 0.6
were inoculated per well to determine the germination and outgrowth limit of surviving spores as a
function of pH and sodium chloride concentration. Surviving spore germination and outgrowth was
observed between pH 6.7 and pH 5.2, whereas no spore growth was observed below pH 5.0 after 48
days incubation at 30 °C (Table 1). These spore germination and outgrowth limits have already been
observed for C. sporogenes PA 3679 and C. botulinum. For Fujioka & Frank in 1966, C. sporogenes PA
3679 spores were completely inhibited at pH 4.8 (Fujioka and Frank, 1966). Chyr et al. (1977) also
showed that C. sporogenes PA 3679 (ATCC 7955) strain showed the least germination at pH 5.5 (Chyr
et al., 1977). Spores of C. sporogenes strain CGMCC 1.2157 were unable to grow at pH 5.2 (Dong et al.,
2007). For group | C. botulinum, reported growth limits range between pH 5.4 and 4.8 (Ito et al., 1976;
Roberts et al., 1966; Tsang et al., 1985; Valero et al., 2020). These results show a difference between
growth limits of vegetative cells and germination and outgrowth limits of spores (80 °C — 10 min), as
the pH germination and outgrowth limit of the spores is 0.5 pH units higher than the pH of the
vegetative cells (pH 4.6—4.5) (Table 1). Baird-Parker et al., (1967) observed the same difference in
growth limits between spores and vegetative cells on several strains of group | C. botulinum. These
limits are fairly different for two physiological states. To observe (and record) growth of vegetative
cells, at least one cell in the vegetative cell population has to multiply at a limit at which growth is
detectable, whereas for germination and outgrowth of spores, at least one spore has to germinate,
outgrow and give one cell able to multiply (Baird-Parker and Freame, 1967). Baird-Parker & Freame
(1967) They studied the growth limits of vegetative cells and spores in nutrient broth for 21 days at 30
°C. Spores of group | C. botulinum strains ZK3 (C. botulinum type A) and ATCC 438 (C. botulinum type
B) were unable to grow at pH 5.0 to pH 4.8 whereas vegetative cells were able to grow under these

conditions (Baird-Parker and Freame, 1967).

For spores heated at 80 °C for 10 min, spore germination and outgrowth was observed at between 6%
(aw=0.962) and 7% (aw = 0.955) sodium chloride concentration but not above 8% (aw = 0.949) sodium
chloride concentration after 48 days of incubation at 30 °C (Table 1). Duncan et al., (1968) studied the
spore germination and outgrowth limits of C. sporogenes PA 3679 and observed spore germination
and outgrowth at 6% (aw = 0.962) sodium chloride concentration. C. sporogenes PA 3679 germinated
between 3% (aw = 0.981) and 6% (aw = 0.962) sodium chloride concentration but no vegetative cell

division was observed (Duncan & Foster, 1968). A study on spore germination and outgrowth limits of
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several strains of group | C. botulinum as a function of sodium chloride concentration found a sodium
chloride germination and outgrowth limit between 7% (aw = 0.955) and 8% (a., = 0.949) (Dodds, 1989;
Lalitha and Gopakumar, 2007). The germination and outgrowth limits as a function of sodium chloride
concentration are therefore slightly lower for spores (6%—7%) than for vegetative cells (7%—8%) of C.
sporogenes PA 3679. This result is close to the observation of Baird-Parker et al. (1967) for group | C.
botulinum, where the minimum a,, supporting vegetative cell growth was generally identical of the

minimum level for spore germination (Baird-Parker and Freame, 1967).

5.1.3 Germination and outgrowth limit of spores heat-treated at 100 °C

We investigated the germination and outgrowth limits of C. sporogenes PA 3679 spores stressed by a
heat treatment at 100 °C for 1.5 min or 5.2 min at 6.7 CFU £ 1.6 or 7.15 CFU # 0.5 per well. The heat-
treated spores were then incubated in PYGm broth adjusted to different pH and sodium chloride

concentrations for 48 days at 30 °C in anaerobic conditions.

After a heat treatment of 1.5 min at 100 °C, spore germination and outgrowth were observed up to pH
5.5 and 4% sodium chloride concentration (aw = 0.975). No spore germination and outgrowth were
observed below pH 5.3 and 5% sodium chloride concentration (a, = 0.968). After a heat treatment of
5.2 min at 100 °C, spore germination and outgrowth were observed up to pH 5.7 and 3% sodium
chloride concentration (aw = 0.981). No spore germination and outgrowth were observed below pH
5.3 and 4% sodium chloride concentration (aw = 0.975).The pH germination and outgrowth limit of
spores heat-treated at 100 °C for 1.5 min (pH 5.5—pH 5.3) was 0.4 pH units lower than for spores heat-
treated at 100 °C for 5.2 min (pH 5.7—pH 5.5).The sodium chloride concentration germination and
outgrowth limit for spores heat-treated at 100 °C for 1.5 min (4%—-5%) was 2% higher than for spores
heat-treated at 100 °C for 5.2 min (2%—3%).The germination and outgrowth ranges of pH and sodium
chloride concentration were different between spores heat-treated at 100 °C (observed germination
and outgrowth limit between pH 5.5—pH 5.3 and 4%—5% after 1.5 min or pH 5.7—pH 5.5 and 2%—-3%
after 5.2 min) and 80 °C (observed germination and outgrowth limit between pH 5.2—pH 5.0 and 6%—
7% after 10 min). There was a difference of 0.5 and 0.7 pH units between spores heat-treated at 100
°Cfor 1.5 min and 5.2 min and spores heat-treated at 80 °C for 10 min. The comparison of germination
and outgrowth limits as a function of sodium chloride concentration between spores heat-treated at
100 °C vs. 80 °C showed a difference of 2% after 1.5 min and 4% after 5.2 min. The heat treatment

strongly affects germination and growth range of C. sporogenes PA 3679 spores as a function of pH
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and sodium chloride concentration. These limits become more affected as heat treatment gets more
intense. In addition, there are other environmental factors that affect the germination and growth
range of spores and vegetative cells, including anaerobic conditions, lag, and inoculum size (Chea et

al., 2000; Fujioka and Frank, 1966; Stringer et al., 2005).

5.2 Assessment of the probability of recovery of C. sporogenes
5.2.1 Influence of pH and sodium chloride concentration

The growth range of the vegetative cells was extended up to pH 4.6 and 7% sodium chloride, in contrast
to spores heat-treated at 80 °C for 10 min whose spore germination and outgrowth range decreased
up to pH 5.2 and 6% sodium chloride. This spore germination and outgrowth range decreased even
more with increasing intensity of the heat treatment. This suggests that the interactions between pH
and sodium chloride concentration, and consequently the probability of growth, are affected by these

three physiological states.

The growth range of vegetative cells and germination and outgrowth of spores heat-treated with three
levels of intensity (80 °C for 10 min, 100 °C for 1.5 min and 100 °C for 5.2 min) were studied using a
factorial design combining different pH values and sodium chloride concentrations. A total of 132
combinations of pH (pH 6.6 to pH 4.4) and sodium chloride concentration (0% to 11% NaCl) were
tested. When pH was decreased or sodium chloride concentration was increased, the proportion of C.
sporogenes PA 3679 vegetative cells and spores able to survive and grow gradually decreases. This
means that the growth limit is not the same for all cells in the population, and therefore biological
variability within the population. This proportion of cells unable to develop has been expressed as a
number of decimal reductions. The number of decimal reductions represents the probability of growth
(Equation 2). For example, one decimal reduction corresponds to a 10% probability of growth. The
numbers of observed decimal reductions (nebs) of the vegetative cells and spores of C. sporogenes PA
3679 as a function of pH and sodium chloride concentration are reported in Table S1 in supplementary

data.

The probability of growth in optimal conditions was close to 100%, i.e., nops = O (Figure 9). At pH 6.6,
the probability of growth was 4.8% (nobs = 1.32) when sodium chloride concentration was decreased
to 3%. The increase in sodium chloride concentration results in a progressive decrease in the

probability of growth of C. sporogenes PA 3679 vegetative cells. The vegetative cells growth
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progressively decreases with decreasing pH. For example, at pH 5.0, pH 4.9, pH 4.7 and pH 4.5, the
probability of growth was 76% (Nobs = 0.12), 3.8% (Nobs = 1.42), 0.16% (Nobs = 3.79) and 0.0044% (Nobs =
4.36), respectively (Figure 9a). The probability of germination and outgrowth as a function of pH and
sodium chloride concentration also decreased progressively for heat-treated spores (Figure 9b).
Spores heat-treated at 80 °C for 10 min had a probability of germination and outgrowth of 3.2% (nobs
= 1.50) beginning at 4% sodium chloride and pH 6.6. At 0% sodium chloride, the probability of
germination and outgrowth was 3.5% (nobs = 1.46) at pH 5.3, then 0.13% (nows = 2.87) at pH 5.2 and
0.0055% (nobs = 4.26) at pH 5.0. The probability of germination and outgrowth evolves progressively as
a function of pH and sodium chloride concentration, even if the growth range decreases compared to

vegetative cells (Figure 9b).
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(a)

Vegetative cells

Decimale reduction number (n)

Sodium chloride concentration
(b)

Spores 80 °C - 10 min

Decimale reduction number (n)

Sodium chloride concentration

Figure 9: Response surface (3D graph plot) of the probabilities of germination and growth of C.
sporogenes PA 3679 vegetative cells (a) and spores heat-treated at 80 °C for 10 min and (b) incubated
at different combined pH and sodium chloride concentration levels. These probabilities are

represented by their log-transformed n.
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Decimal reduction number as a function of pH and sodium chloride concentration was modelled
following Equation 3. The proposed response surfaces closely follow the growth or germination and
outgrowth probabilities proposed by the model. The maximum observed probability of growth or of
germination and outgrowth was 6.22 log, which corresponds to the growth or germination and
outgrowth of one cell in a million under the given conditions. Estimated coefficients of regression
modelled for the probability of growth of vegetative cells and spores of C. sporogenes PA 3679 and the
outcomes of analysis of variance of the results are shown in Table 2. The developed model possessed
good accuracy (see R?, RMSE), is shown in Figure 10. The parameters of the model are logically distant
from the actual limits observed, because pHmin and awmin Values would only be determined from an
infinite inoculation rate. Consequently, it is not possible to determine the absolute values of pH and

sodium chloride concentration experiment-by-experiment.

Table 2: Estimation of the parameters of the probability model (Equation 3) for C. sporogenes PA

3679.
Vegetative cells - Spores - -
80 °C-10 min 100 °C - 1.5 min 100 °C - 5.2 min

PHmin 3.60 4.47 4.84 4.71

Owmin 0.925 0.937 0.954 0.968

a 24.4331

Mo 0.7643

Number of data 50 24 12 8

R? 0.89 0.87 0.86 0.99
RMSE 0.03 0.10 0.13 0.01
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Figure 10: Comparison between observed (nons) and predicted (ngreq) decimal reduction numbers of

C. sporogenes PA 3679.

5.2.2 Influence of physiological state on probability of germination and outgrowth or

growth

Figure 11 presents the plot contour representing the probability of growth or germination and
outgrowth (i.e., Equation 3) of vegetative cells and heat-treated spores (80 °C - 10 min; 100 °C - 1.5
min and 100 °C - 5.2 min) of C. sporogenes PA 3679 as a function of pH (pH 6.6—pH 4.4) and sodium
chloride concentration (0%—-11%). The decimal reduction number showed by the contour plot
corresponded to the predicted decimal reduction number (nprq) from observed decimal reduction

number (Nobs).

The probability of growth of vegetative cells decreased rapidly with increasing distance from optimal
conditions (Figure 11a). After heat treatment at 80 °C for 10 min or at 100 °C for 1.5 min and 5.2 min,
the germination and outgrowth range decreased (Figure 11b to d). At pH 5.5 and 4% NaCl (a., 0.975),
after 48 days, the probability of germination and outgrowth was -6 log for spores stressed by heat
treatment at 100 °C for 1.5 min against -4 log at 30 °C when spores were activated at 80 °C for 10 min
(Figure 11c). The inhibitory effect of sodium chloride concentration was greater for the most-heat-

stressed spores. For example, the probability of germination and outgrowth became -6 log at 4% (aw:
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0.97) sodium chloride concentration, but when the spores were heat-treated at 100 °C for 5.2 min,
sodium chloride concentration was 3% (aw: 0.98) (Figure 11d). Probability of germination and
outgrowth is very sensitive to changes in environment. The shape of the isoprobability lines evolves
according to physiological states whose germination and outgrowth range is restricted by the increase
in intensity of the heat treatment. The synergistic effect of pH and sodium chloride concentration
represents one third of the surface area of the probability of growth of vegetative cells (Figure 11a).
The spores heat-treated at 80 °C for 10 min and at 100 °C for 1.5 min showed a similar synergistic
surface area as a function of pH and sodium chloride concentration (Figure 11b and c). When the heat
treatment was more intense (100 °C for 5.2 min), the synergistic surface area between pH and sodium
chloride concentration was smaller (Figure 11d). The synergistic effect can be observed in C.
sporogenes and group | C. botulinum species. Studies by Chyr and Baird-Parker confirmed the effect of
pH on germination. Chyr et al, (1976) showed that sodium chloride concentration had little additional
effect on the inhibition of spore germination in C. sporogenes PA 3679 (ATCC 7955) when the pH was
equal to or less than 6.0 (Chyr et al., 1977). The same effect was observed for our C. sporogenes strain
PA 3679. At pH 6.0, the addition of 5%, 3% and 2% sodium chloride to spores heat-treated at 80 °C for
10 min and at 100 °C for 1.5 min and 5.2 min was enough to obtain a probability of germination and
outgrowth of 0% (n.ws= 6.22 log), whereas for vegetative cells, the sodium chloride concentration had
to be increased to 7% to reach zero percent probability of growth. Baird-Parker at al. (1967) showed
the same effect for sodium chloride concentration at the optimum pH for growth of group | C
botulinum. The sodium chloride concentration has a stronger effect on outgrowth and further
development into vegetative cells. In the presence of 8% sodium chloride concentration at a pH down
to 5.3, the germinated spores were unable to outgrow under these conditions (Baird-Parker and
Freame, 1967). The probability of growth of C. sporogenes PA 3679 was 0% (nobs = 6.22 log) under these
conditions (pH 5.3 and 8% sodium chloride). The growth range of C. sporogenes PA 3679 is affected by

environmental factors and becomes even more so after heat treatment.
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Figure 11: Contour plots (see solid lines) of the growth or recovery (germination and growth)
probabilities for C. sporogenes PA 3679 vegetative cells (a), spores heat-treated at 80 °C for 10 min
(b) and spores heat-treated at 100 °C for 1.5 min (c) or spores heat-treated at 100 °C for 5.2 min (d)

incubated at different combined pH and water activity levels. These probabilities are represented

by their log-transformed n.

6. Conclusion

The probability of growth of C. sporogenes PA 3679 as a function of pH and sodium chloride

concentration is impacted by their physiological state. The growth range evolves between vegetative
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cells (pH 4.6—pH 4.5 and 7%—8% NaCl) and spores heat-treated at 80 °C for 10 min (pH 5.2—pH 5.0 and
6%—7% NaCl). Indeed, the systems involved in spore germination, outgrowth and cell division into
vegetative cells are impacted, thus limiting the process of getting to the growth area commonly used
as growth limit for C. botulinum (pH<4.5 (European Union regulations) or pH<4.6 (International
regulations) and 10% sodium chloride) (EU rgeulation (EC) No. 2073/2005, 2005). The impact of
physiological state on growth range is increased if the spores are heat-treated. After heat treatment
at 100 °C for 1.5 min, the germination and outgrowth limits are between pH 5.5 and pH 5.3 and 4%
and 5% sodium chloride. A more intense heat treatment affects the germination, outgrowth, and cell
division process even more. Indeed, the germination and outgrowth range decreased after heat
treatment at 100 °C for 5.2 min decreased the germination and outgrowth range to pH 5.7—pH 5.5 and

3%—4% sodium chloride concentration.

In addition to the impact of physiological state on the spore germination and outgrowth abilities, the
interaction of environmental factors (pH and sodium chloride) acts synergistically, limiting the
probability of spore germination and outgrowth (up to 6.22 log), i.e., the process of germination,
outgrowth, and cell division of C. sporogenes PA 3679. These findings open new possibilities for
optimizing food formulation/manufacturing processes to manage the risks of spoilage related to C.
sporogenes and possibly also C. botulinum. Although supplementary experiments are necessary to
investigate the effect environmental factors on the single-cell growth probability of C. botulinum and
others C. sporogenes strains. However, growth of foodborne pathogen C. botulinum in foods still
presents a severe public health hazard. It is vital for food preservation methods to be stringent enough

(probability of one cell out of 10! being able to grow) to guarantee the food safety.
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1. Introduction

La modélisation est souvent associée a un nombre important d’essais conduit au sein de plans
expérimentaux complexes pour collecter les données. Le nombre de réplicas et la répétabilité
expérimentale influencent fortement I'incertitude des parametres estimés (McKellar and Lu, 2005). Le
développement de nouvelle technologie comme la microfluidique permettrait de collecter rapidement
ces données. En effet, la microfluidique est une discipline basée sur I'’écoulement des fluides a petites
échelles. La principale utilisation de la microfluidique est la manipulation de micro-gouttes au sein de
canaux microfluidiques (Figure 12). Ainsi, chaque micro-goutte peut étre utilisée comme un
microréacteur séparé a la fois par les parois des canaux et par un fluide porteur non miscible telle

gu’une huile minérale.

Figure 12 : Encapsulation unicellulaire d’algue dans des micro-gouttes observée par microscopie

optique.

La pression de I'huile sur la suspension cellulaire (fleches blanches) produit des gouttelettes dans
lesquelles est encapsulée une cellule d'algue (fleches noires). La taille des gouttelettes est de 80 uL

(Pan et al., 2011).

Le systeme microfluidique est capable de compartimenter des molécules (ADN, ARN, protéine,
réactifs) ou des cellules (micro-organismes) dans les micro-gouttes, ce qui ouvre le champ d'analyse a
I'analyse génétique, a I'amplification de I'ADN, a la chimie clinique, a I'analyse cellulaire, a la
protéomique et a la synthése de petites molécules. La miniaturisation des expériences en utilisant de
petits volumes permet donc d’améliorer les performances analytiques, de concentrer les produits de
réaction et de réduire leurs consommations, d’uniformiser les conditions de réaction, de réaliser un

grand nombre d’expériences, d’automatiser le processus, d’analyser le comportement d’une
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population de cellules dans son ensemble ou au niveau cellulaire, voire de réduire le temps
d’expérimentation par I'automatisation des étapes analytiques (Chiu et al., 2017; Halldorsson et al.,

2015; Labanieh et al., 2015; Panizza et al., 2013).

Ces systémes de microfluidique peuvent permettre de compartimenter les micro-gouttes dans un
fluide porteur non miscible et immobile dans un contenant. En se basant sur cette technologie, nous
avons essayé de développer une technique de micro-gouttes pour étudier la germination et la
croissance des spores bactériennes (modéle aérobie et anaérobie) en fonction du pH et de la
concentration en chlorure de sodium apres un traitement thermique de faible intensité. Le systéeme
de dépot de micro-gouttes recherché (i) doit pouvoir étre automatisable ; (ii) doit permettre d’obtenir
des micro-gouttes de petit volume déposées a une profondeur médiane entre la surface de I'huile
minérale et le fond de la boite Pétri ; (iii) doit pouvoir étre décontaminé efficacement de facon
automatisée afin d’éviter les contaminations microbiennes ; (iv) doit permettre d’observer la
croissance bactérienne par une évolution de la turbidité de la micro-goutte et (v) doit pouvoir étre

adaptable aux microorganismes aérobies et anaérobies.

Nous avons choisi un systeme de dépd6t avec I'immersion d’un cone de micropipette dans une interface
huile minérale immobile contenue dans une boite de Pétri formant ainsi une micro-goutte. Notre
systéme se compose d’une imprimante 3D dont le systeme de dépét a été modifié pour permettre la
formation de micro-gouttes dans la boite de Pétri positionnée a la base de I'imprimante. Ce systéme
de dépot est relié a un pousse seringue permettant de délivrer la solution et le tout est automatisé et

commandé par un ordinateur (interface Jupyter).

Dans ce focus, nous vous présentons les cing différentes étapes d’optimisation réalisées pour obtenir
le systeme de microfluidique recherché. La premiére étape a été de permettre la communication entre
I'imprimante 3D et le pousse-seringue via 'interface Jupyter (langage Python) pour réaliser le dép6t
des micro-gouttes dans une interface d’huile. La deuxieme étape consiste en une étape d’optimisation
des dépbts des micro-gouttes dans une boite de Pétri (polystyréne ou verre). La troisieme étape
correspond au développement d’une procédure de décontamination du systéme de dépot des micro-
gouttes avec la vérification de la stérilité par des méthodes culturales. La quatrieme étape a consisté
en la validation de la croissance des cellules végétatives en condition aérobie avec la comparaison
d’autres méthodes culturales (dénombrement en microplaque et en milieu gélosé), pour cette étape

une souche de Bacillus cereus a été choisie comme modele. Enfin, la derniere étape a été |'optimisation
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de la croissance des cellules végétatives en condition d’anaérobie avec une souche de Clostridium

sporogenes comme modele bactérien.

2. Matériel & Méthodes
2.1 Dispositif de dépot des micro-gouttes

L'imprimante 3D (MicroDelta Rework, Emotion Tech, France) est composée d’'un embout d’origine
permettant le dépo6t de polymeres, celui-ci a été remplacé par un cone (Figure 13a et b). Ce cOne en
polypropyléne utilisé habituellement sur les pipettes automatiques permet de collecter des solutions
et de déposer des micro-gouttes (Figure 13c). Le volume des micro-gouttes choisi est de 1 plL
permettant d’avoir une espérance de 10 UFC/micro-gouttes a partir d’'une concentration d’environ 107
UFC/mL selon la loi de Poisson (Poisson, 1837). Le cOne est alimenté par un tube en
polytétrafluoroéthylene (PTFE communément appelé Teflon ®) de diameétre interne de 1,6 mm relié a
un pousse seringue composé d’une seringue de 2 mL (Pump 11 Elite Series Syringe Pump, Harvard
Apparatus, Etats-Unis) (Figure 13d et e). Le mécanisme de I'imprimante est seulement utilisé pour
déplacer ce céne dans les trois dimensions de I'espace. L'ensemble est coordonné par un ordinateur.

Le programme est réalisé par une interface Jupyter (https://jupyter.org/) codée en langage Python

(https://www.python.org/) (Figure 13f).
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Figure 13 : Systeme de dépot des micro-gouttes avec une imprimante 3D et un pousse-seringue

commandé par ordinateur.

a. Imprimante 3D ; b. Support de cone ; c. Emplacement pour la boite de Pétri (Figure 14b) ; d. Tube
de PTFE relié a la seringue ; e. Pousse seringue et f. Commande par ordinateur sur l'interface Jupyter

avec un langage Python.

Ainsi, la téte de I'imprimante 3D se déplace sur la zone délimitée en blanc sur le plateau. La boite de
Pétri contenant I’huile minérale est positionnée au centre (Figure 14a). Chaque dép6t de micro-gouttes
est réalisé par le cOne immergé dans I'huile minérale contenue dans la boite de Pétri (en polystyréne
ou en verre). Le systéme permet de réaliser 112 micro-gouttes de 1 pL dans une boite de Pétri de 90
mm de diametre en polystyréne (CORNING Gosselin SAS, Borre, France) ou dans une boite de Pétri de
80 mm de diameétre en verre (DWK Life Sciences, Wertheim, Allemagne) suivant le schéma de la Figure
14b. Autour de la boite de Pétri, les différents emplacements correspondent aux gobelets contenant

des solutions. Ces solutions permettent de réaliser différents types de dép6t de micro-gouttes (milieu

Modélisation de la probabilité de croissance de C. sporogenes et C. botulinum en fonction

. . N . . 121
du pH et de la concentration en chlorure de sodium apres un traitement thermique



FOCUS : Développement d’une technique de microfluidique pour évaluer la probabilité de
germination et de croissance des spores bactériennes

de culture, eau distillée stérile) ou bien de réaliser la procédure de désinfection du systéme (acide

peracétique a 2,5 %) (Figure 14a).

(a) (b)

Figure 14 : Emplacement de la boite de Pétri sur le plateau de I'imprimante 3D (a) et schéma du

dépot des micro-gouttes dans la boite de Pétri (b).

L’'emplacement poubelle correspond a I'emplacement de vidange du contenu de la seringue. Les
emplacements 1 a 8 correspondent a des gobelets contenant 'acide peracétique a 2,5 % (v/v), 'eau

stérile, le milieu de culture stérile et le milieu de culture inoculé (b).

2.2 Souche bactérienne

Les souches de Bacillus cereus n°86 (Collection LUBEM) et Clostridium sporogenes PA 3679 (souche 1)
(Collection Campden) ont été stockées a -80 °C sur des microbilles (Biomérieux, AES, Chemunex, Bruz,
France). La revivification bactérienne a été effectuée avec trois billes déposées dans 10 mL de bouillon
Peptone-Yeast-Glucose modifié (PYGm) pour C. sporogenes PA 3679 et Brain Heart Infusion (BHI) pour
B. cereus n°86. Les revivifications (tubes de 10 mL) ont été incubées a 37 °C pendant 72 heures (C.
sporogenes PA 3679) et a 30 °C pendant 48 heures (B. cereus n°86). Ensuite, deux pré-cultures
successives inoculées a 1 % ont été réalisées dans des tubes de 10 mL de bouillon PYGm (C. sporogenes

PA 3679) ou de bouillon BHI (B. cereus n°86). Ces tubes ont été incubés a 37 °C pendant 16 heures pour
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C. sporogenes PA 3679 et pendant 30 °C pendant 8 heures pour B. cereus n°86. L'anaérobiose a été

maintenue en versant de la paraffine dans les tubes apres l'inoculation pour C. sporogenes PA 3679.

La préparation du milieu PYGm a suivi le protocole proposé par la Leibniz Institute DSMZ-German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ, 2020). La composition du bouillon PYGmM
modifié était la suivante : extrait de levure (10 g/L), extrait de beoeuf (5 g/L), dextrose (5 g/L), peptone
(5 g/L), tryptone (5 g/L) (Biokar Diagnostics, Allonne, France), K;HPO,4 (2 g/L), résazurine (1 mg/L),
Tween® 80 (1 mL/L), et 40 mL/L de solution saline (NaHCOs, 10 g/L; NaCl, 2 g/L ; K;3HPO4, 1 g/L ; KH,PO,,
1g/L; MgS0,7H20, 0.5 g/L; CaCl 2H,0, 0,25 g/L) (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France). Les
ingrédients du bouillon PYGm ont été placés ensemble dans un volume final de solution de 1 L et
mélangés soigneusement, puis portés a ébullition pendant 5 min et refroidis a température ambiante.
Ensuite, la L-cystéine-HCI (0,5 g/L), la solution de vitamine K1 et la solution d'hémine (Sigma-Aldrich,
Saint-Quentin-Fallavier, France) ont été ajoutées au bouillon PYGm. La solution de vitamine K1 était
composée de 0,1 g de vitamine K1 dans 20,0 ml d'éthanol a 95 %, puis mélangée, stérilisée par
filtration, et conservée a -18 °C dans une bouteille en verre opaque. La solution d'hémine a été
composée de 50,0 mg d'hémine dans 1,0 mL de NaOH (1N) jusqu'a un volume final de 100,0 mL, et
conservée a 4 °C. La résazurine (1 mg/L) (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) ajoutée au
milieu PYGm est un indicateur coloré trés sensible. Cet indicateur est rose en présence d'oxygéne et

transparent en I'absence d'oxygene.

La préparation du milieu BHI a été réalisée en se conformant aux recommandations du fabricant (Bio-
Rad, Marnes-la-Coquette, France). La composition du bouillon BHI était la suivante : peptone (10 g/L) ;
extrait de cervelle (12,5 g/L); extrait de coeur (5 g/L); chlorure de sodium (5 g/L);
hydrogénophosphate disodique anhydre (2,5 g/L) et glucose (2 g/L). La préparation déshydratée a été
mélangée dans 1 L d’eau distillée. Le BHI agar a été réalisé comme cité au-dessus auquel a été ajouté
de I'agarose (12 g/L) (Biokar Diagnostics, Allonne, France). Le milieu gélosé BHI a été porté a ébullition
pendant 5 min a 100 °C. Enfin, le bouillon PYGm et le bouillon BHI ont été répartis dans des tubes de
10 mL et le milieu gélosé BHI agar a été réparti en bouteilles de 200 mL. Tous les milieux ont été

autoclavés pendant 15 min a 121 °C.
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2.3 Désinfection du systeme et dépo6t des micro-gouttes

Un aliquote de 20 mL d’huile minérale (Hexodécane, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) a
été mis dans des boites de Pétri en polystyrene stériles ou en verre préalablement stérilisées
(stérilisation a 121 °C pendant 15 min). Afin d’assurer la décontamination de la tubulure de
I'imprimante 3D et du céne de polypropyléne servant aux dépots, (i) 1 mL d’acide peracétique a 2,5 %
(v/v) (Oxy-Anios 5, Laboratoire Anios, Lezennes, France) est aspiré par le pousse seringue. Puis, (ii) un
temps d’incubation de 20 min est appliqué pour détruire les cellules végétatives et les spores
(Labomoderne, 2020). Ensuite, (iii) le systeme est rincé par 300 plL d’eau distillée stérile. Puis, (iv) 300
uL de solution sont prélevées et déposées par le cone de polypropyléne immergé dans I’huile minérale.
Le dép6t commandé par le bras de I'imprimante 3D et le pousse seringue permet de déposer une
micro-goutte de 1 pL de la solution. 112 dépots sont effectués en série (Figure 14). A la fin d’une série,
(v) le contenu restant dans le tube de PTFE est libéré dans un gobelet poubelle et 1 mL d’acide
peracétique a 2,5% (v/v) est a nouveau prélevé. Enfin, (vi) le cone est immergé dans un gobelet d’acide

peracétique a 2,5% (v/v) jusqu’au prochain dép6t.

Pour déterminer la perte de viabilité apres un protocole de désinfection, les étapes (i) a (iii) ont été
réalisées. Puis, 300 pL de milieu de culture inoculé avec B. cereus n°86 (concentration d’environ 108
UFC/mL) sont prélevés. Le cone de polypropyléne immergé dans I'huile minérale réalise une série de
dépots (112 micro-gouttes de 1 pl). Apres I'étape (v), un nouveau cycle de désinfection est réalisé
(étape (i) a (iii)). Puis, pour réaliser une nouvelle série de dépots dans I’huile minérale, 300 plL de milieu
de culture stérile sont aspirés. A la fin de I'étape (vi), les boites de Pétri inoculées avec du milieu de
culture stérile ou inoculé avec B. cereus n°86 ont été incubées a 37 °C pendant 16 heures en conditions
d’aérobie et d’anaérobie en station d’anaérobie (90% N, 5% H,, 5% CO,, Whitley A35 Workstation,
Don Whitley Scientific, United Kingdom). La validation du protocole de désinfection a été réalisée en

triplicats.

2.4 Détermination de la concentration bactérienne par les méthodes de micro-gouttes, de

microplaques et de boite de Pétri

La validation de la méthode de dénombrement en micro-gouttes a été réalisée aprés comparaison
avec deux autres méthodes de dénombrement (nombre le plus probable en microplaques et milieu

gélosé) (AFNOR, 2011a, 2011b). Une culture bactérienne de B. cereus n°86 a été réalisée avec 1 mL de
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pré-culture dans 10 mL de bouillon BHI incubé a 37 °C pendant 8 heures en condition d’aérobie
(concentration initiale : 108 UFC/mL). A partir de cette culture bactérienne, trois méthodes de
dénombrement ont été réalisée en paralléle. L’estimation du nombre le plus probable en micro-goutte
(méthode 1) a été réalisée apres des dilutions successives en bouillon BHI de la culture bactérienne.
Ces dilutions ont été déposées dans une boite de Pétri contenant de I’huile minérale avec I'imprimante
3D et le pousse seringue. Chaque dépot correspond a une micro-goutte inoculée d’environ 1 plL.
L’estimation du nombre le plus probable en microplaques (méthode 2)a été réalisée apres
I’ensemencement de 20 uL de culture bactérienne dans 180 pL de bouillon BHI par puit (Nest, Wuxi,
China). L'estimation du nombre le plus probable (NPP) a été réalisée avec 6 dilutions successives au
dixieme. Une dilution est composée de 8 puits. Le dénombrement selon la méthode référence sur
milieu gélosé (méthode 3) a consisté en I'ensemencement en surface d’une gélose BHI d’un millilitre
de culture bactérienne. La boite de Pétri contenant les micro-gouttes, la microplaque inoculée et le
dénombrement en milieu gélosé BHI ont été incubés a 37 °C pendant 16 heures. Les méthodes ont été

réalisées en triplicats.

2.5 Détermination de la concentration de C. sporogenes PA 3679 en micro-gouttes et en

boite de Pétri.

L’estimation du nombre le plus probable en micro-gouttes a été réalisée aprées des dilutions successives
en bouillon PYGm d’une pré-culture de C. sporogenes PA 3679 (concentration initiale : 108 UFC/mL)
(décrit dans la section 2.2). Ces dilutions ont été déposées dans une boite de Pétri contenant de I’huile
minérale préalablement dégazée (dégazage pendant 24 heures) avec I'imprimante 3D et le pousse

seringue. Chaque dép6t correspond a une micro-goutte inoculée d’environ 1 L.

En paralléle, un dénombrement en milieu gélosé Viande Foie Sulfito-réducteur modifié (VFSRm) a été
réalisé a partir de la méme pré-culture de C. sporogenes PA 3679 (concentration initiale : 108 UFC/mL).
Le milieu gélosé VFSRm a été complété par 2 g/L d’extrait de levure puis porté a ébullition pendant 5
min a 100 °C (Biokar Diagnostics, Allonne, France). Le milieu VFSRm a été réparti en bouteille de 200

mL et autoclavé a 121 °C pendant 15 min.

La boite de Pétri contenant les micro-gouttes et le dénombrement en milieu gélosé VFSRm ont été

incubés a 37 °C pendant 48 heures sous la station anaérobie (0% N,, 5% H,, 5% CO,, Whitley A35
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Workstation, Don Whitley Scientific, United Kingdom). Ces deux méthodes ont été réalisées en

triplicats.

3. Résultats & Discussion
3.1 Mise au point de la technique de dépot des micro-gouttes avec de I'eau stérile

Plusieurs mises au point ont été nécessaires (i) pour déterminer la profondeur adéquate dans la
formation d’une micro-goutte sans sédimentation de celle-ci au fond de la boite de Pétri en
polystyrene ; (ii) pour déterminer la distance suffisante entre les micro-gouttes afin que celles-ci ne se
coalescent pas et (iii) pour déterminer le débit nécessaire dans la formation des micro-gouttes de 1 pL.
Les premiers dépots des micro-gouttes avec de I'eau distillée stérile (milieu modeéle) ont été réalisés
en surface de I'huile minérale contenue dans la boite de Pétri en polystyréne. Les micro-gouttes étaient
donc en contact direct avec I'air et leurs coalescences étaient problématiques. Par la suite, les micro-
gouttes de 1 pL ont été déposées dans un espace médian entre la surface de I’'huile minérale et le fond
de la boite de Pétri en polystyrene. Aprés chaque dépo6t des micro-gouttes, leur coalescence au cours
du temps a été problématique. Afin de résoudre ce probléeme, I'espacement entre les micro-gouttes a
été agrandi (4,6 mm séparent deux micro-gouttes). Les micro-gouttes formées ne coalescent plus et

elles restent en suspension dans I'huile minérale.

A la suite des dépobts des micro-gouttes avec le milieu modeéle (I’eau distillée stérile), un dépot avec du
milieu nutritif stérile a été réalisé dans une boite de Pétri en polystyrene. Les mouvements des micro-
gouttes induisant leurs coalescences ont été observés au cours du temps et ce malgré I'augmentation
de la distance qui les sépare. Cette mobilité est due a I'électricité statique de la boite de Pétri en
polystyréne qui interagit avec les protéines chargées du milieu nutritif (Gitlin et al., 2006; Strickler et
al., 2006). L'utilisation d’un pistolet anti-électricité statique ne parvenait pas a éliminer ce probleme.
Afin d’éliminer les interactions électrostatiques, une surface neutre devait étre utilisée tel que le verre.
Nous avons donc utilisé les boites de Pétri en verre (80 cm de diameétre). L'utilisation des boites de
Pétri en verre avec un fond plat permet de faire des micro-gouttes immobiles. Cependant, les micro-
gouttes formées ne restent pas en suspension dans I'huile minérale, elles forment un hémisphére sur
le fond de la boite. En effet, la sédimentation des micro-gouttes de milieu nutritif stérile intervient par
une différence de densité entre I'huile et le milieu nutritif stérile entrainé par la force de gravité

(Langevin et al., 2004).
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3.2 Miseen place d’une procédure de désinfection du systéeme de dépot des micro-gouttes

Une procédure de désinfection du systeme de dépo6t des micro-gouttes a été mise au point pour
décontaminer le tube de PTFE et le cone de polypropyléne avec |'utilisation de I'acide peracétique.
L'acide peracétique est un agent de décontamination utilisé pour les surfaces en industrie agro-
alimentaire et en laboratoire. Une solution d’acide peracétique a 2,5% (v/v) avec un temps de contact
de 20 minutes est recommandé pour détruire les cellules végétatives et les spores bactériennes

(Labomoderne, 2020).

Le protocole de décontamination du systeme de dépot utilisé est le suivant : (i) 1 mL d’acide
peracétique a 2,5% (v/v) a été aspiré par le pousse seringue pour décontaminer la seringue (2 mL) et
le tube de PTFE ; (ii) un temps de contact de 20 min a température ambiante est nécessaire pour
éliminer les cellules végétatives et les spores ; (iii) 300 pL d’eau distillée stérile ont été prélevés pour
rincer le tube de PTFE ; (iv) puis 300 pL de milieu nutritif stérile ont été prélevés et déposés dans I’huile
minérale par I'imprimante 3D et le pousse seringue ; (v) apres le dépot, le contenu du tube de PTFE et
de la seringue sont relargués dans une poubelle (emplacement décrit dans la Figure 14a) et (vi) le
systéme de dépobt est maintenu dans un environnement stérile par I'aspiration de 1 mL d’acide
peracétique a 2,5 % (v/v) et par I'immersion du cone de dépot dans un gobelet contenant de I'acide

peracétique a 2,5 % (v/v).

Les procédures de vérification de I'asepsie ont consisté a dénombrer les micro-organismes revivifiables
au sein du milieu nutritif stérile en micro-gouttes. Les boites ont été réalisées en triplicats et incubées
en aérobiose et anaérobiose (90 % N,, 5 % H,, 5 % CO>) a 37 °C pendant 16 heures. La croissance de

micro-organismes revivifiables n’a pas été observée aprés la procédure de désinfection.

3.3 Croissance de B. cereus n°86 en micro-gouttes, en microplaques et en milieu gélosé

La capacité de croissance de B. cereus n°86 observée en micro-gouttes a été comparée avec deux
méthodes de référence : la méthode NPP la méthode NPP en microplaques et la méthode en milieu

gélosé (AFNOR, 2011a, 2011b).

Ainsi, la croissance de B. cereus n°86 a été énumérée par ces trois méthodes en paralléle aprés une
incubation de 16 heures a 37 °C. La méthode NPP en microplaques permet d’observer une
concentration de 1,6 x 108 UFC/mL avec un intervalle de confiance & 95 % compris entre 9,0 x 107 et

2,8 x 108 UFC/mL. Le dénombrement sur gélose BHI agar montre une concentration de 1,2 x 108
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UFC/mL avec un intervalle de confiance a 95 % compris entre 8,9 x 107 et 1,6 x 108 UFC/mL. Et la
méthode NPP en micro-gouttes permet d’observer une concentration de 1,5 x 108 UFC/mL avec un
intervalle de confiance a 95 % compris entre 1,2 x 108 et 1,8 x 108 UFC/mL (Figure 15). Les résultats
montrent que les trois méthodes de dénombrement obtiennent la méme concentration que la

suspension initiale avec un écart de confiance plus étroit pour le dénombrement en micro-gouttes.

8.50
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8.20
8.10

8.00

UFC/mL (log)

7.80

7.80

7.70

7.60

B Microplaques W Milieu gélosé Micro-gouttes

Figure 15 : Histogramme représentant la capacité de croissance de B. cereus n°86 en fonction de trois

méthodes de dénombrement (NPP en microplaque, Milieu gélosé et NPP en micro-gouttes).

Avec |'utilisation de boite de Pétri en verre, les micro-gouttes de milieu nutritif inoculées sédimentent
au fond de la boite de Pétri. Ce phénomeéne de sédimentation pourrait avoir un impact sur la croissance
bactérienne. Les résultats de croissance observés par la turbidité des micro-gouttes et leurs
dénombrements suggérent qu’il n'y pas d'impact de la sédimentation des micro-gouttes sur la

croissance bactérienne (Figure 16a et b).

Modélisation de la probabilité de croissance de C. sporogenes et C. botulinum en fonction

. . N . . 128
du pH et de la concentration en chlorure de sodium apres un traitement thermique



FOCUS : Développement d’une technique de microfluidique pour évaluer la probabilité de
germination et de croissance des spores bactériennes

(a) (b)

Figure 16 : Croissance des cellules végétatives de B. cereus n°86 en micro-gouttes immergées dans

I’huile minérale.

Dépot des micro-gouttes de bouillon BHI inoculé avec B. cereus n°86 (a). Croissance de B. cereus n°86

observée par le trouble de la micro-goutte aprés incubation a 37 °C pendant 8 heures (b).

3.4 Croissance de C. sporogenes PA 3679 en micro-gouttes

Le systeme de dépot a été développé pour des bactéries aérobies mais nous souhaitons reproduire
cette technique pour les bactéries anaérobies. Les bactéries anaérobies telles que C. sporogenes PA
3679 sont sensibles a 'oxygéne présent dans le milieu. L'utilisation d’une interface huile/eau
permettrait de limiter la diffusion de I'oxygene dans le milieu et donc de favoriser la croissance des
bactéries anaérobies. Plusieurs optimisations ont été mises en place pour éliminer I'oxygéne dans le
systeme de dépot sans impacter la stérilité et favoriser la croissance de C. sporogenes PA 3679. Dans
un premier temps, le milieu PYGm et I’huile minérale ont été dégazés sous la station anaérobie
pendant 24 heures minimum. Dans un deuxieme temps, le milieu PYGm a été inoculé avec C
sporogenes PA 3679 et les micro-gouttes ont été déposées par I'imprimante 3D. En parallele, une
numération en milieu gélosé VFSRm a été réalisée avec le méme inoculum de C. sporogenes PA 3679.
Enfin, les boites de Pétri en verre contenant les micro-gouttes et le dénombrement en milieu gélosé
VFSRm ont été incubées a 37°C pendant 48 heures en condition d’anaérobie sous la station anaérobie

(90% N3, 5% Ha, 5% CO»).
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L‘absence de croissance de C. sporogenes PA 3679 contrairement au milieu gélosé VFSRm (croissance
jusqu’a 10% UFC/mL) suggérerait la présence d’oxygéne résiduel. En effet, la présence d’oxygéne
résiduelle dans I’huile minérale pourrait étre éliminée par le dégazage sous vide de I"huile minérale.
L’huile minérale désoxygénée serait ensuite stockée au sein de la station anaérobie (Englander et al.,
1987). Le dépot de micro-gouttes de PYGm pourrait étre utilisé pour quantifier la présence d’oxygéne
résiduelle. En effet, la résazurine déja présente dans le bouillon PYGm pour étre utilisée comme
indicateur d’oxygéne. De plus, le dépdt des micro-gouttes par I'imprimante 3D est fait en condition
d’aérobiose. La solution serait de mettre tout le systéme dans une station anaérobie pour limiter au
maximum la présence d’oxygene lors du dépot des micro-gouttes (90% N3, 5% Ha, 5% CO,, Whitley A35
Workstation, Don Whitley Scientific, United Kingdom). Toutes ces pistes peuvent étre envisagées pour

diminuer au maximum la présence d’oxygene dans I’huile et le systeme de dépot.

4. Conclusion & Perspective

La technique des micro-gouttes déposées par l'imprimante 3D est une technigue innovante
permettant d’automatiser les essais et de collecter une grande quantité de données (112 micro-

gouttes sur une boite de Pétri en verre de 80 cm diametre).

L'automatisation du systéme de dépo6t par 'interface Jupyter (langage Python) permet une grande
maniabilité de I'imprimante 3D et du pousse seringue. Cette automatisation a permis d’optimiser les
dépots des micro-gouttes dans I’huile en jouant sur la profondeur de dép6t et la distance inter-micro-
goutte. L'automatisation présente aussi I'avantage d’avoir une procédure de désinfection du systeme
rapide et efficace. En effet, le prélevement et le relargage des différentes solutions d’acide peracétique
a 2,5% (v/v), de I'eau stérile et du milieu de nutritif permettent d’assurer la désinfection du systéme
de dépobt sans contamination croisée. Le systéme de dépbt et la procédure de décontaminations mis
au point sont fonctionnels et ont permis d’observer la croissance de B. cereus n°86 par la turbidité des

micro-gouttes.

Cependant, cette technique nécessite plus d’optimisation vis-a-vis de la croissance des bactéries
anaérobies. La présence d’oxygéne au niveau du systeme de dépb6t empéche leur croissance. De plus,
le plus grand écueil a été la migration des acides gras dans I'huile impactant la croissance bactérienne
des micro-gouttes adjacentes. En effet, les caractéristiques physico-chimiques des micro-gouttes

(milieu nutritif) ne sont pas stables au cours du temps a cause de la dispersion des molécules au sein

Modélisation de la probabilité de croissance de C. sporogenes et C. botulinum en fonction

. ) . . . 130
du pH et de la concentration en chlorure de sodium apres un traitement thermique



FOCUS : Développement d’une technique de microfluidique pour évaluer la probabilité de
germination et de croissance des spores bactériennes

de liquide par simple diffusion ou par dispersion de Taylor. Cette diffusion affecte les paramétres
physico-chimiques des micro-gouttes adjacentes et donc la croissance bactérienne a l'intérieur de
celle-ci (Squires, 2005). Seule une barriére physique empéche la migration des différents composés
entre les micro-gouttes. Ces problématiques associées au temps nécessaire pour les résoudre, nous
ont fait prendre la décision d’arréter le développement de cette technique au profit de I'utilisation des

microplaques inoculées et incubées en condition d’anaérobie.
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Dans le chapitre précédent (Chapitre 2), nous avons déterminé [Iinfluence des facteurs
environnementaux (pH et concentration en chlorure de sodium) sur la probabilité de germination et
de croissance des spores de C. sporogenes PA 3679 apres un traitement thermique de faible intensité.
Les résultats ont montré principalement un effet synergique entre le pH, la concentration en chlorure
de sodium et le traitement thermique. Cet effet synergique inhibant la reprise de croissance est
observable aussi bien avec des cellules végétatives que des spores, et il est d’autant plus renforcé que
le traitement thermique est important. Afin de valider ce phénomene de synergie observé sur la
souche de C. sporogenes PA 3679, nous avons travaillé avec plusieurs souches de C. sporogenes et de

C. botulinum groupe | isolées de conserves alimentaires altérées ou de références.

L’'objectif général de ces travaux était de valider I'effet synergique entre le pH, la concentration en
NaCl et le traitement thermique sur la croissance des cellules végétatives et la germination/croissance

des spores de C. sporogenes et C. botulinum groupe |.

La premiére étape a consisté en la sélection de plusieurs souches de C. sporogenes et C. botulinum
groupe | suivant leurs caractéristiques physiologiques (limite de croissance en fonction du pH et de la
concentration en NaCl, thermorésistance de leurs spores). La deuxiéme étape a consisté en la mise en
évidence d’un un lien entre les caractéristiques physiologique des souches sélectionnées et leurs
signatures génétiques. Enfin, la probabilité de recouvrement (croissance ou germination/croissance) a
été modélisée pour des souches sélectionnées de C. sporogenes et C. botulinum groupe | en la
comparant avec la souche C. sporogenes PA 3679. Nos résultats sont présentés ici, sous forme d’une

publication soumise dans le journal Food Microbiology en 2021.
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1. Highlights
e Individual isolates of C. sporogenes and C. botulinum grew at pH 24.5 and NaCl £11.5%
e No correlation between physiological and genetic characteristics of 42 isolates
e pH and NaCl growth limits differed between vegetative cells and spores

e Combined low heat treatment, pH 4.9 and NaCl 4% prevented growth

2. Abstract

Group | C. botulinum and C. sporogenes are physiologically and genetically closely related. Both are
widely distributed in the environment and can cause foodborne botulism. In this work, we studied the
impact of food formulation (pH, NaCl) on synergy with the use of heat treatment to prevent
C. sporogenes and Group | C. botulinum growth. A physiological study was conducted with 37 isolates
from spoiled canned food and five referenced strains of C. sporogenes and Group | C. botulinum.
Growth limits were established as a function of pH and NaCl concentration in PYG modified medium
(PYGm) at 30 °C for 48 days. The heat resistance of the spores was studied for 2 min and 10 min at
102 °C and 110 °C, respectively. This physiology study (pH, NaCl growth limits and heat resistance)
allowed the selection of 14 isolates of C. sporogenes and Group | C. botulinum representative of the
diversity found. This panel of 14 selected isolates (11 isolates isolated from spoiled canned food and
three reference strains), were whole genome sequenced, but no association of physiological and
genetic characteristics could be detected. Finally, to quantify the synergistic impact of the
environmental factor’s pH and NaCl on the growth limits of the vegetative cells, spores and heat-
treated spores, five isolates (C. sporogenes and Group | C. botulinum) were further studied. It was
shown that the probabilities of: (i) growth for vegetative cells, (ii) germination and outgrowth for
spores and (iii) heat-treated spores were impacted by the environmental factors and the heat
treatment. This study provides a better understanding of the behaviour of C. sporogenes and Group |
C. botulinum isolates and shows how synergistic hurdles (combined pH, NaCl and heat treatment) can

help prevent or minimise foodborne botulism outbreaks.
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3. Introduction

Strains of Clostridium botulinum Group | are widespread throughout the environment and can enter
the food chain, where they can cause foodborne botulism (due to ingestion of pre-formed botulinum
neurotoxin in contaminated food). Strains of Group | C. botulinum are able to form strongly heat-
resistant spores, which makes Group | C. botulinum the most concern pathogen in low-acid canned
food. Group | C. botulinum and Clostridium sporogenes are phylogenetically closely related and share
physiological characteristics including the high thermal resistance of their spores and their mesophilic

growth.

C. botulinum can produce highly potent neurotoxins (0.1-1 ng/kg for laboratory mice by injection but
100/1000 times less toxic by ingestion) with several different neurotoxin serotypes described (A, B, C,
D, E, F, G, HA and X). Foodborne botulism has been mainly described in home-prepared foods but can
also affect commercial products, and in the case of Group | C. botulinum with strains that produce
neurotoxin of serotypes A, B and/or F (Peck, 2009; Rasetti-Escargueil et al., 2020b). For many years,
the difference between Group | C. botulinum and C. sporogenes was considered to be in the production
of botulinum toxin and C. sporogenes has often been used as a surrogate for Group | C. botulinum. It
was believed that Group | C. botulinum strains could produce botulinum neurotoxins, whereas C.
sporogenes strains could not. However, recent studies reveal a more complex picture. Various
approaches have been used to establish the diversity and the phylogenetic relationship between
strains of Group | C. botulinum and C. sporogenes. Comparisons of core genome single nucleotide
polymorphisms (SNP) following whole genome sequencing have shown that Group | C. botulinum and
C. sporogenes are genetically distinct (Peck, 2009; Peck and van Vliet, 2016; Weigand et al., 2015).
Brunt et al. (2020) showed the presence of type B neurotoxin genes in some C. sporogenes strains, and
botulinum neurotoxin genes were absent from some strains of Group | C. botulinum (Brunt et al.,
2020). The diversity and spread of botulinum neurotoxin genes is associated with horizontal transfer
via mobile elements, conjugative plasmids and various recombination/insertion events (Nawrocki et

al., 2018; Peck and van Vliet, 2016).

Group | C. botulinum strains can grow at a pH of 4.6 and above, making this value a reference hazard
target for low-acid food (Peck, 2009). Although occasional outbreaks of botulism have been attributed
to foods with a pH lower than 4.6, these foods were also contaminated with moulds, whose growth

increased the pH of the food, enabling Group | C. botulinum to grow and release toxin. Growth of
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Group | C. botulinum and C. sporogenes can be inhibited only at high concentrations of sodium chloride

(NaCl 2 10%, i.e. aw = 0.94) or glycerol (aw > 0.93) (Peck, 2009).

The decimal reduction value at 121.1 °C (D121.1 -c) of Group | C. botulinum spores is commonly taken to
be 0.21 min (Esty and Meyer, 1922). This decimal reduction time corresponds to the time required to
inactivate 90% of the initial population in bacteria. A recent meta-analysis of 23 scientific papers (394
D-values collected) found the mean value of Di211 ¢ to be 0.2 min, with a standard deviation of 0.11
min, and reported values up to 0.48 min at 121.1 °C (Diao et al., 2014). Spores of C. sporogenes strains
are often reported to be more heat-resistant than those of Group | C. botulinum strains, with D121.1c
values ranging from 0.2 to 3.5 (Basaran-Akgul, 2013; Brown et al.,, 2012; Diao et al., 2014). The
difference in heat resistance is partially explained by the acquisition of a second spoVA operon, which
is responsible for the transport of dipicolinic acid into the spore core during the sporulation, increasing

the heat resistance of the spores (Brunt et al., 2020; Butler et al., 2017; den Besten et al., 2018).

Previous work indicates a broad diversity in physiological and genetic characteristics within both
species. As consumer diet shifts toward the consumption of minimally processed foods, this
physiological and genetic diversity needs to be considered to reduce the risks of botulism outbreaks.
The purpose of the present study was to seek insights: (i) into the physiological and genetic diversity
of isolates of Group | C. botulinum and C. sporogenes and (ii) into the potential synergistic interaction
of food formulation (pH and sodium chloride content) and heat treatment on the probability of spore
germination and outgrowth. The growth limits of 37 isolates of C. sporogenes and Group | C. botulinum
isolated from spoiled canned food and five reference strains were assessed in PYGm broth at sub-
optimal temperature (30 °C), together with the heat resistance of spores at 102 °Cand 110 °C for 2 min
and 10 min. Fourteen representative isolates selected according to their physiological characteristics
were also sequenced. This genetic study allowed the selection of five diverse isolates (three isolates of
C. sporogenes or Group | C. botulinum and two reference strains) for further study. The ability of these
isolates to grow from vegetative cells or from heat-treated spores was assessed according to the pH

and NaCl concentration of the growth media.
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4. Materials and methods
4.1 Bacterial strains

The isolates of Clostridium sporogenes and Clostridium botulinum used in this study are listed in Table
3. Isolates 1-40 were food contaminant isolates, isolated from spoiled cans by the Centre Technique
pour la Conservation des Produits Agricoles (CTCPA) and identified as C. sporogenes with 16S rRNA
sequencing, negative in vivo test (mice) and absence of toxin genes by PCR. The reference strains of
Group | C. botulinum were Prevot 910 (isolate 41) and 301-13 (isolate 42) (Mazuet et al., 2016). Each
isolate was stored at -80 °C in beads (Biomérieux, AES, Chemunex, Bruz, France). Cell recovery was
carried out with three beads dropped into 10 mL of peptone-yeast-glucose modified broth (PYGm).
The 10 mL tube was incubated at 37 °C for 72 h. Two successive pre-cultures in 10 mL tubes of PYGm
broth inoculated at 1% were then incubated at 30 °C for 16 h and 22 h. Anaerobiosis was maintained
by pouring paraffin into the tubes after inoculation. PYGm medium preparation followed DSMZ
protocol (DSMZ, 2020). The PYGm modified broth composition was: yeast extract (10 g/L), beef extract
(5 g/L), dextrose (5 g/L), peptone (5 g/L), tryptone (5 g/L) (Biokar Diagnostics, Allonne, France), K;HPO,
(2 g/L), resazurin (1 mg/L), Tween® 80 (1 mL/L), and 40 mL/L of salt solution (NaHCOs3, 10 g/L; NaCl, 2
g/L; K;HPO4, 1 g/L; KH2PO4, 1 g/L; MgS0O,4 7H,0, 0.5 g/L; CaCl,.2H,0, 0.25 g/L) (Sigma-Aldrich, Saint-
Quentin-Fallavier, France). The PYGm broth ingredients were combined in a final solution volume of 1
L and mixed thoroughly, boiled for 5 min, and cooled to room temperature. L-Cysteine HCI (0.5 g/L),
vitamin K1 solution and haemin solution (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) were then
added to the PYGm broth. The vitamin K1 solution was 0.1 g of vitamin K1 in 20.0 mL of 95% ethanol,
mixed thoroughly, sterilised by filtration, and stored at -18 °C in a brown glass bottle. The haemin
solution was composed of 50.0 mg of haemin in 1.0 mL of 1N NaOH made up to a final volume of 100.0
mL and stored at 4 °C. Resazurin (1 mg/L) (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) added to the
PYGm medium is a highly sensitive colour indicator. It turns pink in the presence of oxygen and is
colourless in its absence. Finally, the PYGm broth was distributed in 10 mL tubes and autoclaved for 15

min at 121 °C.

The four reference strains of Group | C. botulinum were stored at -80 °C in 1 mL aliquots of trypticase
yeast extract glucose (TYG) mixed with 30% glycerol (v/v). A volume of 100 uL of aliquot added to
10 mL of TYG. The culture was incubated at 37 °C for 24 h. A second pre-culture inoculated at 1% in
10 mL tubes of TYG broth was then incubated at 37 °C for 22 h. The TYG broth composition was

trypticase (30 g/L) (Biomérieux, AES, Chemunex, Bruz, France), yeast extract (20 g/L) (Becton-
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Dickinson, BD Difco, Grenoble, France), glucose (5 g/L) (Biokar Diagnostics, Allonne, France), DL-
cysteine (0.5 g/L) (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France). The TYG broth was then distributed
in 10 mL tubes and autoclaved for 20 min at 110 °C. The oxygen was removed from the PYGm broth
and TYG broth in a water bath (JULABO GmbH, Seelbach, Germany) at 95 °C for 20 min or by storage
in an anaerobic chamber before use (90% N3, 5% H,, 5% CO,, Whitley A35 Workstation, Don Whitley

Scientific, United Kingdom).
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Table 3: List of C. sporogenes isolates and Group | C. botulinum strains used in this study.

Strain number

Species

Toxin genes (toxin type)

Isolation year

Origin

1 C. sporogenes No 1927 Collection

2 C. sporogenes* No Unknown Collection

3 C. sporogenes No 2016 Milk-based dessert

4 C. sporogenes No 2010 Meat

5 C. botulinum? No 2010 Meat

6 C. sporogenes No 2010 Meat

7 C. sporogenes No 2010 Meat

8 C. sporogenes No 2001 Vegetables

9 C. sporogenes No 2002 Vegetables
10 C. sporogenes No 2005 Vegetables
11 C. sporogenes No 2015 Prepared meat meal
12 C. sporogenes No 2006 Prepared meat meal
13 C. sporogenes No 2007 Fish product
14 C. sporogenes No 2006 Fish product
15 C. sporogenes No 2001 Meat
16 C. sporogenes No 2006 Prepared meat meal
17 C. sporogenes No 2008 Prepared meat meal
18 C. sporogenes No 2009 Prepared meat meal
19 C. sporogenes No 2010 Prepared meat meal
20 C. sporogenes No 2010 Prepared meat meal
21 C. sporogenes No 2011 Prepared meat meal
22 C. sporogenes No 2011 Meat
23 C. botulinum? No 2011 Meat
24 C. sporogenes No 2012 Prepared meat meal
25 C. sporogenes No 2012 Meat
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26 C. sporogenes No 2013 Prepared meat meal
27 C. sporogenes No 2013 Prepared meat meal
28 C. sporogenes No 2013 Prepared meat meal
29 C. sporogenes No 2013 Prepared meat meal
30 C. sporogenes No 2013 Prepared meat meal
31 C. sporogenes No 2014 Prepared meat meal
32 C. sporogenes No 2014 Meat

33 C. sporogenes No 2015 Prepared meat meal
34 C. botulinum? No 2011 Prepared meat meal
35 C. sporogenes No 2006 Prepared meat meal
36 C. sporogenes No 2006 Prepared meat meal
37 C. sporogenes No 2008 Prepared meat meal
38 C. sporogenes No 2006 Meat

39 C. sporogenes No 2005 Prepared meat meal
40 C. sporogenes* No 1927 Collection

41 C. botulinum? Yes (A1) 1953 Collection

42 C. botulinum? Yes (A2) 2013 Collection

1 Strain 1: PA 3679 Campden collection; strain 2: IFR BL 81/14/1; strain 40: PA 3679 ATCC 7955; strain 41: Prevot 910 Institute Pasteur collection; strain 42:
301-13 Institute Pasteur collection (Mazuet et al., 2016); 2 Renamed non-toxigenic Group | C. botulinum instead of C. sporogenes after whole genome

sequencing analysis (section 5.2).
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4.2 Spore suspension

Spores were produced in modified meat liver sulphite reducer agar modified medium (MLSRAm)
supplemented with 2 g/L of yeast extract (Biokar Diagnostics, Allonne, France). An aliquot (1 mL) of
the pre-culture of vegetative cells (previously described) was inoculated on MLSRAm agar plates. The
plates were incubated under anaerobiosis in jars (Oxoid™ AnaeroGen™, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-
Fallavier, France) at 30 °C for 10 days. Sporulation was stopped when free spores exceeded 95% of
cells counted by phase-contrast microscopy at a magnification of 1,000 (Olympus BX50; Olympus
Optical Co., Ltd., Hamburg, Germany). Spores were harvested by pouring distilled sterile water into the
plates and scraping them in anaerobiosis conditions. Spore suspensions were centrifuged at 6,000 x g
for 10 min at 4 °C, and the spores were resuspended in 5 mL of sterile distilled water. Spore batches
were divided into 1 mL aliquots and stored at 4 °C until use. Final concentration of the stock

suspensions was 10’-10° spores/mL.

4.3 Measurement of the spore heat resistance

To estimate the initial (to) spore concentration, the spore suspensions were firstly heated in a water
bath at 80 °C for 10 min. For physiology experiments, the spores were heated for 2 min and 10 min at
102 °C and at 110 °C. The spore suspensions (10’=10° spores/mL) were diluted 1:10 (v/v) in phosphate
buffer pH 7.0 (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) before the heat treatment; 50 L
capillary tubes (Hirschmann Laborgerate, Ringcaps®, Germany) were then filled with 50 pL of spore
suspension and heat-treated in a thermostatic oil bath (JULABO GmbH, Seelbach, Germany; LAUDA
Therm 180, Roissy-Charles-de-Gaulle, France). The capillary tubes were removed from the bath after
the set time and cooled in a water/ice bath. After cleaning/disinfection with ethanol, the tubes were
broken at both ends and their contents poured into a tube containing 3 mL of tryptone salt broth
(Biokar Diagnostics, Beauvais, France). The capillary tubes were rinsed with 50 pL of tryptone salt
broth. Viable cells were counted by plating in MLSRAm. The plates were incubated under anaerobiosis
in jars (Oxoid™ AnaeroGen™, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) at 30 °C for 48 hours at

30 °C.
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4.4 Study of the physiological diversity of C. sporogenes and Group | C. botulinum strains
4.4.1 Experimental design

The isolates of C. sporogenes and Group | C. botulinum were incubated in PYGm broth at 37 °C for 72
h in anaerobiosis. Two successive cultures of 100 uL of revived culture inoculated in 10 mL Hungate
tubes (Dutscher, Issy-les-Moulineaux, France) tubes of PYGm broth were then incubated at 30 °C for
16 h or 22 h. The vegetative cell suspensions (100 pL) at a concentration of 10 CFU/mL were inoculated
in 10 mL Hungate tubes of PYGm broth adjusted to different pH values and sodium chloride
concentrations. The initial pH values used were 7.0, 5.1, 5.0, 4.9, 4.8, 4.7, 4.6, 4.5, and 4.4. The pH of
the broth was adjusted with 1N HCI. The broth was then autoclaved at 121 °C for 15 min. The pH meter
(Meterlab, Villeurbanne, France) and a Tuff-Tip™ electrode (Fisher Bioblock Scientific, lllkirch-
Graffenstaden, France) were calibrated using standard buffer solutions (Merck, Darmstadt, Germany)
at pH 4.0 and 7.0. The sodium chloride concentrations tested were 0, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 and 12%
(wt/vol) of NaCl added to the PYGm broth before autoclaving at 121 °C for 15 min. The calculated water
activity values were 0.997, 0.994, 0.988, 0.981, 0.975, 0.968, 0.962, 0.955, 0.949, 0.942, 0.935 and
0.928, for each sodium chloride concentration from 0 to 12% (wt/vol) respectively. The oxygen was
removed from the PYGm broth in an anaerobic chamber (90% N, 5% H,, 5% CO,, Whitley A35
Workstation, Don Whitley Scientific, United Kingdom). The Hungate tubes were incubated at 30 °C for
48 days. Growth of vegetative cells was estimated by visible broth turbidity in the Hungate tubes.

Visual observations were made weekly. Three biological replicates were acquired for each condition.

4.4.2 Statistical analysis

The turbidity of the tubes was assessed by visual inspection for all pH and sodium chloride
concentration values. The observed growth limits of pH and sodium chloride concentration were
assessed by a median value calculated between the three replicates values of observed growth or no
growth. The heat resistance was quantified by the time needed to inactivate 90% of the cells
population, and estimated from the ratio of surviving cells after one of the four led heat treatments.
Assuming a log-linear destruction curve, this time corresponds to a decimal reduction time and usually

named D-value, was calculated as (Equation 9):
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Equation 9: D-value.

Where Dr is the decimal reduction time (min) at the heating temperature T (102 or 110°C), tris the
heating time (2 or 10 min) at the T temperature, Ny and N; are the Colony-forming unit (CFU) before

and after heat treatment.

In order to compare the heat resistance of the strains, D-values were calculated at the reference

temperature (121.1 °C) using the:

((T—121.1))
Diz11°¢c = Dr x 10V 7

Equation 10 : Comparison of D-value of the strains at 121.1°C.

Where D121.1-cis the decimal reduction time at the reference temperature 121.1 °C, Dt is the decimal
reduction time at the experimental temperature T (102 °C or 110 °C), and z is the temperature
difference required to change the D-value by a factor of 10 (z =10 °C for Group | C. botulinum) (Bigelow,
1921; Diao et al., 2014).

Finally, we performed a principal component analysis (PCA) on the growth limit as a function of pH and
sodium chloride concentration; the heat resistance of C. sporogenes and Group | C. botulinum spores
were taken as variables. The strain isolation matrix was used for illustrative qualitative variables. We
introduced two illustrative strains, namely Group | C. botulinum strain 41 (Prevot 910) and Group |
C. botulinum strain 42 (301-13). Statistical analysis was performed using the FactoMineR package in R

software (https://cran.r-project.org/) (Lé et al., 2008).
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4.5 Diversity and phylogeny of C. sporogenes and Group | C. botulinum strains and

neurotoxin production capacity
4.5.1 Genomic DNA preparation

All genomic DNA preparations and whole-genome sequencing steps were performed by an external
partner (Genoscreen, Lille, France). Genomic DNA of C. sporogenes was extracted from culture grown
in PYGm broth as described previously. DNA extraction was performed by following Gram-positive cell
lysis with a Gentra Puregene kit (Qiagen, Valencia, USA). The DNA quality was checked by fluorometric
determination with SYBR Green and qualitatively controlled by agarose gel electrophoresis according

to the manufacturer’s instructions.

4.5.2 Whole-genome sequencing

Whole genome sequence data were generated with the Illumina sequencing technology. Fragment
libraries were constructed using a Nextera XT DNA Library Prep kit (Illumina, Cambridge, UK) according
to the manufacturer’s instructions. Size selection was performed using an agarose gel electrophoresis
system (Life Technologies, Grand Island, USA) and quantitatively controlled by fluorometric
determination with SYBR Green. The pool of libraries was qualitatively and quantitatively controlled
using migration by fluorometric assay and by capillary electrophoresis on an Agilent DNA high
sensitivity chip (Agilent, Santa Clara, USA). Sequencing was generated with a 2 x 150 bp read metric

on an lllumina HiSeq sequencer.

4.5.3 Genome assembly, phylogeny and bioinformatic analyses

Genome  sequences were assembled de novo using  Shovill version 1.0.9
(https://github.com/tseemann/shovill), with default settings for the SPAdes assembler version
3.14.1, a minimum coverage of 5x and a minimum contig size of 200 bp (Bankevich et al., 2012). The
assembly metrics were determined using Quast version 4.6.3 (Gurevich et al., 2013). lllumina FASTQ
reads. Genome assemblies were uploaded in Genbank in BioProject PRINA763108 (see Supplementary
Data Table S4). Assembly metrics and Genbank/SRA accession numbers of individual samples are given

in Supplementary Table S1.
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Core genome single nucleotide polymorphisms (SNPs) were identified using ParSNP version 1.2 with
PhyPack enabled ("-x" switch). Phylogenetic trees were constructed using the built-in FastTree2
module (Treangen et al.,, 2014). The Group | C. botulinum and C. sporogenes genome sequences
included for comparison had been previously described (Brunt et al., 2020) (see Supplementary Data
Table 4). The genomes were searched for botulinum toxin genes using TBLASTN with the
representatives sequences of the A, B, C, D, E, F, G, HA, X and EBoNT/J toxins, with no toxin homologs

detected (Peck et al., 2017).

4.6 Synergistic effect of pH sodium chloride concentration and heat treatment on growth

limits of C. sporogenes and Group | C. botulinum
4.6.1 Experimental design

Suspensions of cells (vegetative cells or spores) at different physiological states were used at
concentrations of 7.92 + 0.52 log/mL (C. sporogenes isolate 1), 7.54 + 0.85 log/mL (C. sporogenes
isolate 14), 7.76 £ 0.36 log/mL (C. sporogenes isolate 17), 8.09 + 1.63 log/mL (C. sporogenes isolate 34)
and 8.03 + 0.87 log/mL (Group | C. botulinum isolate 41). We used three different cellular physiological
states: vegetative cells, spores heated at 80 °C for 10 min (“spores”), and spores heat-treated with
sublethal treatment (“heat-treated spores”). The spores were heat-treated to obtain approximately 1
log decimal reduction. The treatments were strain-dependent: (i) strain 1 was heat-treated at 100 °C
for 1.5 min, (ii) strain 14 at 100 °C for 1.8 min, (iii) strain 17 at 100 °C for 2.3 min, (iv) strain 34 at 110 °C
for 1.7 min and (v) strain 41 at 100 °C for 4 min. These growth limits refer to growth for vegetative

cells, and to germination, outgrowth and growth for spores.

Viable cell concentration was assessed using the most probable number (MPN) method in PYGm broth
in 96-well microplates (Nest, Wuxi, China). MPN was estimated by six successive 10-fold serial dilutions
in a 96-well microplate. For each dilution, eight wells were replicated. A reduced factorial design,
including 30 combinations of 11 pH levels and 13 sodium chloride concentrations, was used. The PYGm
broth pH values were 7.0, 6.0, 5.8, 5.6, 5.4, 5.2, 5.0, 4.8, 4.6, 4.5, and 4.4. The sodium chloride
concentrations tested were 0, 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11 and 12% (wt/vol) of NaCl added to PYGm
broth before autoclaving at 121 °C for 15 min. The microplates were inoculated an anaerobic chamber
(90 % N2,5 % H2, 5 % CO2, Whitley A35 Workstation, Don Whitley Scientific, United Kingdom). Then,

the microplates were incubated in a bag to obtain an anaerobic atmosphere (AnaeroGenTM Thermo
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OxoidTM, ThermoFisher Scientifc, Dardilly, France) at 30 °C for 48 days. Growth of vegetative cells or
germination and outgrowth of spores were determined based on visible broth turbidity in the wells.
The growth was considered as positive when 1 out of 8 wells present growth. Observations were made
weekly. The influence of pH and sodium chloride concentrations was studied independently and in

combination and replicated four times.

4.6.2 Data processing and modelling

For each combination of pH and sodium chloride concentration, the number of wells where microbial
growth was observed was assessed in a set of serial dilutions. This allowed the computation of the of
the population density of cells able to grow (MPN function, Statistical Toolbox, MATLAB R2013b,
MathWorks, Natick, MA) (Fridman, 2020). Four experimental replicates were used to calculate the
mean of the observed number of decimal reductions (nows). Whenever one of the experimental
replicates was bounded by a censored value, the mean was given using the fitdistrplus function

available in the R package (https://cran.r-project.org/) (Pouillot and Delignette-Muller, 2010).

Based on this estimated density of cells able to grow, the number of decimal reductions observed (nobs)

was computed with Equation 11, as follows:

Nobs = log (Ng) — log (Nobs)

Equation 11: Number of decimal reductions observed.

where Ny is the concentration of vegetative cells or spores able to grow when the pH is equal to 7 and
sodium chloride concentration is 0% (aw = 0.997), and N is the concentration of vegetative cells or
spores able to grow at the given condition. The limit of quantification is reached when only one well is

positive. Beyond this limit of detection, the result is considered as censored data.

The decimal reduction number according to the environmental conditions was derived from the model

of Boix et al., 2021 with Equation 12 (Boix et al., 2021):
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_ { 0 Jif1T > 1,
Mpred = 1 _10 x (log(Il,) — log(IN)),if [ < I,

Equation 12: Number of decimal reductions predicted.

Where npreq is the predicted decimal reduction number of vegetative cells or heat-treated spores at
different combined pH values and sodium chloride concentrations, 7 is the gamma product derived
from the Gamma concept (Zwietering et al., 1992), and I, is the /1 value above which ngyreq is not
affected by pH and sodium chloride concentration. At the optimal condition, /7= 1 and nyreqs = 0. When
the conditions become adverse, T = 0 and nyreq tends towards infinity as pH, sodium chloride
concentration and their interaction approach the limit of growth for the vegetative cells and the limit

of germination, outgrowth and growth for the spores.
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The product /7 is computed as followed for each condition of recovery:
IT' = yempy X Yemg,, X Ve

Equation 13: Gamma product derived from the Gamma concept.

Where YcMy quantifies the impact of each environmental factor (pH, aw) and Y& quantifies their

synergistic effect.

YcwMm, is computed as follows:

Ycmy
— (X - Xmax) X (X - Xmin)n
(Xopt - Xmin)n_l[(Xopt - Xmin)(X - Xopt) - (Xopt - Xmax)((n - 1) X Xopt + Xmin - nX)]

Equation 14: Gamma product from cardinal’s values.

Where X is the variable studied (aw or pH), ay ., Awyper OwWimax? PHmin, PHopt and pHpyay are
minimum, optimum and maximum growth and germination and outgrowth values for the variables
studied (aw and pH), and n is a shape parameter which is 1 for ayand pH (Rosso et al., 1995, 1993). The
function describing the interaction between the studied factors was given by Le Marc et al. (2001) and
later modified by Augustin et al. (2005) (Augustin et al., 2005; Le Marc, 2001). y¢ is computed as

follows:

1, <05

2(1—-1), 05< P <1

Equation 15: Gamma product from interaction.
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Where

_ o(X;)
v _Zzﬂm[l—‘ﬂ(Xj)]

Equation 16: Interaction model (i).

And

3
XOpt - X
pX) = (—)
Xopt — Xmin

Equation 17: Interaction model (ii).

Where Xpin and X,p are minimum and optimum growth and germination and outgrowth values for

the studied variables.

The parameters were estimated by minimizing the sum of square root error using a non-linear fitting
function (/sqcurvefit function, Optimization Toolbox, MATLAB R2020a, MathWorks, Natick, MA). The
95% confidence intervals of the estimated parameters were computed using the confidence intervals
based on bootstrap percentiles (Efron and Tibshirani, 1993). Goodness of fit was evaluated by the
coefficient of determination (R?) and the root-mean-square error (RMSE). A value close to 1 indicates

a best fit for R%. The smaller the RMSE, the closer the model fitted the data.

5. Results & Discussion
5.1 Study of physiological diversity of C. sporogenes and Group | C. botulinum strains
5.1.1 Minimum growth pH for C. sporogenes and Group | C. botulinum strains

The lower pH limits for the growth of vegetative cells of the 42 isolates (37 C. sporogenes/Group |
C. botulinum isolates isolated from spoiled canned food, three reference C. sporogenes strains and two
reference Group | C. botulinum strains) are presented in Table 4 and Figure 17a. The growth limits of
the 42 studied isolates ranged from pH 4.49 (C. sporogenes strain 17) to pH 5.05 (C. sporogenes strain
32). Fifty percent of the isolates studied grew at pH 4.6. The median pH limit for growth was pH 4.61.

Among these isolates, 18 isolates (43%) grew at a pH below 4.6. A pH of 4.6 Is normally defined as the
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minimum pH needed for Group | C. botulinum to grow (Peck, 2009). Several studies have shown that
the minimum pH for growth of Group | C. botulinum is between pH 4.6 and pH 4.8, although for some
strains it may far exceed pH 4.9-5.0 (Hauschild, 1993; Odlaug and Pflug, 1978; Townsend et al., 1954).
The determination of the minimum pH for growth is dependent on several factors (growth medium,
size of the inoculum...), so it is difficult to have the absolute limit of the species but rather a range of
growth and no growth. The occurrence of strains of C. sporogenes growing at pH 4.5 raises the
possibility that certain strains of C. sporogenes might form botulinum toxin at this pH. This needs
further investigation, given that in canning, the risk presented by Group | C. botulinum is currently only

considered for products with a pH above 4.6 (CTCPA and DGAL/SDSSA, 2015; FDA and GMA, 2010).
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Table 4: Growth limits as a function of pH and sodium chloride concentration and D-value at 121.1 °C of 42 strains of C. sporogenes and
Group | C. botulinum.

Strain . Observed growth limit Observed growth limit sodium Calculated D-value at 121.1 °C

number Species pH chloride concentration (% NaCl) (min)

1 C. sporogenes'>* 4.50 8.5 0.16
2 C. sporogenes* 4.60 6.5 ND*
3 C. sporogenes 4.67 8.5 0.01
4 C. sporogenes 4.50 7.5 0.15
5 C. botulinum*? 4.70 7.5 0.21
6 C. sporogenes 4.76 7.5 0.02
7 C. sporogenes® 4.89 6.5 0.05
8 C. sporogenes® 4.83 7.5 0.01
9 C. sporogenes 4.60 6.5 0.01
10 C. sporogenes 4.50 7.5 0.01
11 C. sporogenes 4.55 7.5 0.02
12 C. sporogenes® 4.69 8.5 0.01
13 C. sporogenes 4.73 8.5 0.02
14 C. sporogenes>* 4,51 11.5 0.14
15 C. sporogenes 4.61 8.5 0.01
16 C. sporogenes 4.50 7.5 0.50
17 C. sporogenes>* 4.49 9.5 0.02
18 C. sporogenes 4.54 7.5 0.07
19 C. sporogenes 4.66 6.5 0.26
20 C. sporogenes® 4,51 7.5 0.02
21 C. sporogenes 4.56 7.5 0.04
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22 C. sporogenes* 4.65 5.5 0.01
23 C. botulinum®3 4.73 6.5 0.19
24 C. sporogenes 4.52 7.5 0.02
25 C. sporogenes 4,51 7.5 0.23
26 C. sporogenes® 4.71 6.5 <0.01
27 C. sporogenes 4.66 8.5 <0.01
28 C. sporogenes® 4,51 7.5 0.13
29 C. sporogenes 4.73 9.0 0.02
30 C. sporogenes 4.85 8.5 0.01
31 C. sporogenes 4.50 7.0 0.15
32 C. sporogenes 5.05 5.0 ND*
33 C. sporogenes 4.66 7.5 0.01
34 C. botulinum*** 4.50 7.5 0.25
35 C. sporogenes 4.50 8.5 0.02
36 C. sporogenes 4.71 7.5 0.02
37 C. sporogenes 4.57 7.5 0.01
38 C. sporogenes 4.70 6.5 0.01
39 C. sporogenes 4.60 7.5 0.02
40 C. sporogenes'? 4,51 9.5 0.02
41 C. botulinum*3* 4.68 6.75 0.03
42 C. botulinum* 4.68 6.75 0.07

1Strain 1: PA 3679 Campden collection; strain 2: IFR BL 81/14/1; strain 40: PA 3679 ATCC 7955; strain 41: Prevot 910 Institut Pasteur collection; strain 42: 301-
13 Institut Pasteur collection; 2Renamed C. sporogenes as non-toxigenic Group | C. botulinum after whole genome sequencing analysis (this study, Section 5.2);
3|solates selected for the genetic study (results in Section 5.2); *Isolates selected to assess their growth potential in conditions combining suboptimal levels
of environmental factors (results in Section 5.3); *ND: not determined.
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Figure 17: Boxplots of (a) observed growth limit pH, (b) observed growth limit sodium chloride

concentration and (c) D-value calculated at 121 °C of 42 strains.

The median observed growth limit and D-value were pH 4.61, 7.5% NaCl and 0.021 min at 121.1 °C.

5.1.2 Maximum sodium chloride concentration for growth of C. sporogenes and Group |

C. botulinum strains

The sodium chloride (NaCl) growth limits are presented in Table 4 and Figure 17b. Most of the isolates
(98%) of this study did not grow at an NaCl concentration above 10%. The median concentration was
7.5% NaCl. No growth was observed over 5% NaCl concentration for C. sporogenes strain 32. For this
strain, the growth limit as a function of NaCl concentration could not be determined more precisely
because only concentrations of NaCl between 5% and 12% were tested. By contrast, the C. sporogenes
strain 14 grew at 11.5% NaCl. No growth was observed at or above 12% NaCl, as previously reported
in the literature. The growth limit NaCl concentration for Group | C. botulinum species is 10% (ANSES,
2019; Peck, 2009). The heterogeneity of growth limits as a function of NaCl concentration observed

here was consistent with the literature (Roberts and Ingram, 1973; Russell and Gould, 2003).
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5.1.3 Heat resistance of C. sporogenes and Group | C. botulinum spores

The heat resistance of 40 isolates of C. sporogenes and Group | C. botulinum spores was studied at
102 °Cand 110 °Cfor 2 min and 10 min. To compare the heat resistance of all isolates, an extrapolated
D-value was calculated at 121.1 °C and z-value of 10 °C. The results are presented in Table 4, and Figure
17c. C. sporogenes isolates 2 and 32 were not tested. Group | C. botulinum strains used in this study
had a heat resistance Di;1.1+c of 0.03 min (strain 41) and 0.066 min (strain 42). The maximum D-value
at 121.1 °C was 0.50 min (C. sporogenes strain 16) with the median heat resistance value of 0.02 min
at 121.1 °C. The reference value for heat resistance of Group | C. botulinum species is Di211°c=0.21
min (ANSES, 2019; Esty and Meyer, 1922; FDA and GMA, 2010; Peck, 2009). None of the Group | C.
botulinum strains tested in our study reached this reference heat resistance. It is recognised that the
heat resistance of C. sporogenes spores is higher than that of Group | C. botulinum spores (Brown et
al., 2012; Diao et al., 2014). Diao et al. (2014) in a meta-analysis showed that C. sporogenes PA 3679
strain spores had an average heat resistance D121.1°c of 1.3 min in contrast to Group | C. botulinum,
whose average heat resistance Di»11-c was 0.2 min (Diao et al., 2014). Spores of isolates labelled C.
sporogenes strain PA 3679 (isolates 1 and 40) examined in the present study had a lower heat

resistance (Di121.1°c= 0.02 and 0.16 min) than measured elsewhere (Diao et al., 2014).

5.1.4 Correlation between physiological characteristics of C. sporogenes and Group | C.

botulinum strains

Principal component analysis (PCA) was performed on growth limit values as a function of pH, NaCl
concentration and spore heat resistance at 121.1 °C for the C. sporogenes and Group | C. botulinum
isolates (37 isolates from spoiled canned food and five reference strains). This included two reference
Group | C. botulinum strains (strains 41 and 42, Figure 18). The three axes in the covariance circle
represented pH, NaCl concentration and spore heat resistance (TT) (Figure 18a). The three axes were
not correlated with each other. PCA statistics showed that dimension 1 was positively correlated with
pH growth limit, and negatively correlated with the NaCl concentration growth limit. Dimension 1
explained 46.57% of the variance of the individual profiles. Dimension 2 was positively correlated to

the spore heat resistance and explained 36.27% of the variance of the individual profiles.
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Figure 18: (a) Principal component analysis (PCA) correlation circle for growth limit as a function of pH and sodium chloride concentration (NaCl) and heat
resistance (TT) of spores of 42 C. sporogenes and Group | C. botulinum isolates (at 121.1 °C). (b) PCA map for C. sporogenes isolates and Group | C. botulinum

strains. Each number corresponds to the strain number. Each shape corresponds to the source of isolation of each strain (see legend).
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The PCA map shows the 42 isolates of C. sporogenes and Group | C. botulinum (37 isolates isolated
from spoiled canned food and five reference strains) as a function of growth limit pH and sodium
chloride concentration (NaCl) and spore heat resistance (TT) (Figure 18b). The population fell into three
groups: (i) a heat resistant group (top), (ii) a group resistant to acid pH and high sodium chloride
concentration (bottom left) and (iii) a group that grew only at high pH and low NaCl concentration and
had low spore heat resistance (bottom right). Three isolates in particular had opposite pH and NaCl
characteristics (C. sporogenes isolates 14, 16 and 32). C. sporogenes strain 14 was acid- and NacCl-
resistant; it could grow at pH 4.51 or 11.5% NaCl and had a D121.1-c value of 0.139 min. C. sporogenes
strain 32 was sensitive to acid and NaCl and could grow at pH 5.05 or 5% NaCl. C. sporogenes strain 16
was intermediate for pH and NaCl growth limits, growing at pH 4.50 and 7.5% NaCl but was the most
heat-resistant strain with an estimated D111 -c value of 0.50 min. There was no link or correlation
between the origin (culture collection, fish, meat, milk-based dessert, prepared meat meal and

vegetables) and the physiological characteristics of the isolates as observed on the PCA map.

5.2 Genetic diversity a of C. sporogenes and Group | C. botulinum strains and their

neurotoxin production ability

Eleven isolates of C. sporogenes (nine isolates isolated from spoiled canned food and two reference
strains), and three isolates of non-toxigenic Group | C. botulinum (isolated from spoiled canned food)
and one reference Group | C. botulinum strain (strain 41) were selected for a genetic diversity study
(Table 3). In this study, the production of botulinum toxin was not quantified, only the presence of the
genes allowing the production of botulinum toxin were identified by comparison of the sequences and
the reference sequences by Blast. The selection was made according to their growth limits for pH
and/or NaCl concentration and/or the heat resistance of their spores. For example, C. sporogenes
strain 17 grew at an acid pH of 4.49, C. sporogenes strain 14 grew up to a sodium chloride concentration

of 11.5%, and Group | C. botulinum strain 34 showed a high spore heat resistance, D121.1°c= 0.25 min.
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Figure 19: Phylogeny of genomes of Group | C. botulinum and C. sporogenes based on the phylogeny
tree of Brunt (Brunt et al., 2020).

The phylogenetic tree was created by comparing core single nucleotide polymorphisms (SNP)
identified using the ParSNP program. Treegraph v2, MEGA7 and Figtree were used to annotate and
visualise the phylogenetic tree. The distance 0.10 represents the nucleotide substitution number per
site for a given branch, based on the number of SNPs found in the core genome. Isolates 5, 23 and 34
are inthe Group | C. botulinum clade and the other isolates are in the C. sporogenes clade (new frame).

The underlined isolates (41, 34, 1, 14 and 17) were selected to assess their growth potential in

Modélisation de la probabilité de croissance de C. sporogenes et C. botulinum en fonction

. . N . . 161
du pH et de la concentration en chlorure de sodium apres un traitement thermique



CHAPITRE 3 : Etudes physiologique et génétique de C. sporogenes et C. botulinum groupe | pour
sélectionner plusieurs souches afin de valider le modele développé

conditions combining suboptimal levels of environmental factors. White circles indicate collection
strains, diamonds isolates isolated in meat, hexagons isolates isolated in vegetables, stars isolates
isolated in fish and triangles isolates isolated in prepared meat meals (Table 3). NT: toxin genes. FB:

isolates isolated from foodborne botulism incidents.

Two major lineages were identified: Group | C. botulinum and C. sporogenes. Strain 41 (Prevot 910) is
currently recognised as a Group | C. botulinum producer of type A neurotoxin (Figure 19). Among our
newly isolated isolates, three (isolates 5, 23 and 34) were initially identified as C. sporogenes strains
(based on 16S ribosomal DNA sequencing, in vivo tests on mice and toxin gene detection by PCR) and
redefined by WGS as Group | C. botulinum strains but lacking a botulinum toxin gene (using SNP
analysis and BLAST). Toxin production was not experimentally determined for the C. sporogenes strains
belonging to the Group | C. botulinum strains. Whole genome sequencing analysis provides a powerful
approach to show the phylogenetic relatedness of neurotoxin-producing and non-neurotoxin-
producing strains, and the genetic modifications and exchanges between closely related strains. Core
genome SNP typing is currently the standard method for building large phylogenetic trees to establish
relations between strains. ParSNP performs microbial genome alignments to identify both structural
and point variations (Pightling et al., 2018; Treangen et al., 2014). The non-toxigenic Group |
C. botulinum isolates (5, 23 and 34) are closely genetically related, clustered together and were
isolated from meat. These three isolates showed high heat resistance at 121.1 °C up to 0.25 min for
strain 34, 0.21 min for strain 5 and 0.20 min for strain 23. These three isolates had a median tolerance

to sodium chloride concentration (6.5-7.5%) and a median tolerance to acid (pH 4.50-4.73).

The remaining 11 isolates were classified as belonging to the C. sporogenes species. The C. sporogenes
group was divided into two subgroups, and our C. sporogenes isolates (11 isolates) were located in
both. The phylogenetic tree showed that isolates 8 and 40 were closely related but differed in their
physiological characteristics. The strain 40 was more acidophilic, and more resistant to NaCl
concentration and heat treatment (pH: 4.51, 9.50% and Di21.1°c= 0.02 min) than strain 8 (pH 4.83,
7.50%, and D11.1°c= 0.01 min). These results showed a genetic similarity but a physiological diversity,
although both isolates were isolated from plant material. By contrast, strain 1 (pH 4.50 and 8.50%) and
strain 40 (pH 4.51 and 9.50%) had close physiological characteristics, although the heat resistance of
the spores of strain 1 (D121.1°c= 0.16 min) was higher than that of strain 40 (D121.1°c= 0.02 min). Isolates
1 and 40 are described as versions of strain PA 3679 and are in the same group of C. sporogenes in the

phylogenetic tree, but distantly related. Originally, these isolates came from two different collections,
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one from the Campden collection (strain 1) and the other from the ATCC collection (strain 40, ATCC
7955). This divergence between these isolates may also be due to mutations accumulated over time
by successive subcultures (Treangen et al., 2014). Other studies have reported significant
heterogeneity among isolates described as PA 3679. Some isolates with a lower spore heat resistance
genetically resembled C. sporogenes, whereas other isolates with a higher spore heat resistance
genetically resembled Group | C. botulinum (Bradbury et al., 2012; Bradshaw et al., 2010; Schill et al.,
2016; Weigand et al., 2015). The two isolates described as strain PA 3679 (isolates 1 and 40) tested in

the present study align with isolates in the C. sporogenes grouping (Figure 19).

5.3 Synergistic effect of pH, sodium chloride concentration and heat treatment on growth

limits of C. sporogenes and Group | C. botulinum strains

Physiological and genetic studies of C. sporogenes (34 isolates from spoiled canned food and three
reference strains), non-toxigenic Group | C. botulinum (three isolates isolated from spoiled canned
food) and Group | C. botulinum (two reference strains) showed heterogeneity in growth limits as a
function of pH and NaCl concentration and as a function of spore heat resistance (although no link was
established between physiological characteristics and genetic diversity). These observations prompted
us to determine how the growth limits of vegetative cells, spores and heat-treated spores varied as a

function of pH and NaCl concentration.

Tests were carried out with five isolates of C. sporogenes or Group | C. botulinum: isolates 14 and 17
isolated from spoiled canned food, reference strain 1, strain 34 isolated from spoiled canned food, and
reference strain 41. Strain 14 (pH 4.51, 11% NaCl and D121.1 :c = 0.14 min) was the most salt-tolerant
and strain 17 (pH 4.49, 9.5% NaCl and D121.1-c = 0.02 min) was the most acid-tolerant. These two isolates
were classified in the two subgroups of the species C. sporogenes. Strain 34 was included based on the
results of the genetic analysis (identified as non-toxigenic Group | C. botulinum) and the physiological
study (growth limit: pH 4.50, 7.5% NaCl and D111 -«c= 0.25 min). The reference Group | C. botulinum
strain 41 had a medium growth limit and heat resistance (pH 4.68, 6.75% NaCl and D111 «c= 0.03 min).
Figure 20a shows the observed germination, outgrowth and growth limit as a function of pH of
C. sporogenes (isolates 1, 14 and 17) and Group | C. botulinum (isolates 34 and 41). The status of the
inoculum (vegetative cells, spores or heat-treated spores) greatly impacted the limits for growth. These

limits correspond to growth for vegetative cells and germination, outgrowth and growth for the spores.
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For vegetative cells, the growth limits were between pH 4.5 and pH 4.7 depending on the isolates, in

line with the literature (pH limit of 4.6) (Peck, 2009).

Spores showed a smaller pH range for germination and outgrowth compared with the growth limits of
vegetative cells. The pH germination/outgrowth limits for spores that were heat-activated (80 °C, 10
min) were higher than the growth limit of vegetative cells by 0.24 pH units (mean value). When a
stronger heat treatment was applied to C. sporogenes and Group | C. botulinum spores, the observed
values of the pH growth limits increased. Indeed, the pH increased by 0.20 units between spores and
heat-treated spores, and the pH increased by 0.40 between vegetative cells and spores heated at
100/110 °C. The growth limits as a function of pH thus differed between species and within the same

species (0.3 pH units increase).

The limit of aw (controlled by NaCl) for growth followed the same pattern as the pH growth limit (Figure
20b): (i) spores (activated at 80 °C for 10 min) showed a smaller interval of ay, limit for germination and
outgrowth compared with the growth limits of vegetative cells (increasing by 0.007 on average), and
(ii) the aw-dependent germination/outgrowth limits for heat-treated spores were higher than for
spores or vegetative cells (increasing by 0.013 on average) (see Figure 20b). Strain 17 seems to be the
strain least affected by the pH or NaCl concentration on the germination and outgrowth limits of

spores. This result illustrated the variability of growth limits among isolates.
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Figure 20: Effect of physiological state on (a) observed pH and (b) water activity a., controlled by NaCl for growth limit of C. sporogenes isolates 1, 14 and

17, and Group | C. botulinum isolates 34 and 41.
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5.3.1 Assessment of the recovery probability of C. sporogenes and Group | C. botulinum

The synergistic effect of environmental factors on growth was then further investigated for the five
isolates of C. sporogenes and Group | C. botulinum (presence or absence of toxin gene). The growth
range of vegetative cells and germination and outgrowth of spores and heat-treated spores was
studied using a factorial design combining different pH values and NaCl concentrations. A total of 30
combinations of pH (pH 4.4-6.5) and sodium chloride concentration (0—-12% NaCl) were studied.
Decimal reduction number as a function of pH and NaCl concentration was modelled with Equation
12. The lowest observed probability of growth or of germination and outgrowth was 8.22 log, which
corresponds to less than one cell in a hundred million. Estimated coefficients of regression modelled
for the probability of growth of vegetative cells and spores of C. sporogenes and Group | C. botulinum
isolates and the outcomes of variance analysis of the results are shown in Table 5 and Figure 21. The
developed model displayed a good fit with the observed data (root-mean-square error (RMSE) values
in Table 5). The parameters of the model were distant from the actual limits observed, because pHmin
and awmin values would only be determined from an infinite inoculation concentration. It was not
possible to experimentally determine these absolute values of pH and sodium chloride concentration
for high inoculation concentrations, whence insufficient data to make accurate estimations for the low

probabilities.
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Figure 21: Comparison between observed (n.us) and predicted (nyreq) decimal reduction numbers of
C. sporogenes (isolates 1, 14 and 17) and non-toxigenic Group | C. botulinum (strain 34) and Group |

C. botulinum (strain 41).

The growth probability of vegetative cells and the germination, outgrowth and growth probability of
heat-treated spores was established. Contour plot for the non-toxigenic Group | C. botulinum strain 34
is shown in Figure 22 as an example. The interactions between pH and sodium chloride concentration,
and so the probability of growth, are affected by these three physiological states. The growth range of
the vegetative cells was greater than that of the spores, with a boundary at pH 4.5 and 6% sodium
chloride for a probability of -8 log (Figure 22a). By contrast, for spores (heat-activated at 80 °C for 10
min), germination and outgrowth range decreased to pH 4.8 and 5% sodium chloride (Figure 22b).
Spore germination and outgrowth range decreased even more as the intensity of the heat treatment

increased (pH 5 and 3% of NaCl) (Figure 22c).

Similar results were observed for C. sporogenes strain 1 (PA 3679) and Group | C. botulinum strain 41
(Prevot 910) (see Supplementary Data Figure S1 and Figure S4). For Group | C. botulinum strain 41, only
few data were acquired for spores (activated at 80 °C) so it was not possible to fit the model. However,
the observed data also show an effect of heat treatment on the germination limits of the spores (see
Supplementary Data, Table S6). For C. sporogenes strain 14, the effect of heat treatment was less

marked than for the other isolates (Table 5). The probability of germination and outgrowth for spores
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was slightly different between vegetative cells and spores (see Supplementary Data Figure S2). For the
C. sporogenes strain 17, the effect of heat treatment between spores and heat-treated spores was less
pronounced than for the other isolates. The probability of germination and outgrowth for the spores
was not affected by the more intense heat treatment. However, the probability of growth was different
between vegetative cells and spores (see Supplementary Data Figure S3). The effect of heat treatment
on pH and sodium chloride concentration interactions and growth probabilities depended on isolates,

but the same impacts of physiological state were observed.

Although the present dataset and derived models are extremely useful in helping to prevent the
spoilage of ambient products by C. sporogenes, we note that food safety with respect to Group |
C. botulinum will also require a demonstration that no botulinum neurotoxin is formed, as foodborne

botulism is an intoxication.
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Table 5: Estimation of the parameters of the probability model (Equation 12) for C. sporogenes (Isolates 1, 14 and 17) and Group | C. botulinum (Isolates

34 and 41).
. Non-toxigenic .
Species C. sporogenes Group I C. bftulinum Group | C. botulinum
Strain Strain 12 Strain 143 Strain 173 Strain 343 Strain 412
Spores Spores Spores Spores Spores
Physiological ~ Vegetative 80°C 100°C  Vegetative R . Vegetative R 100°C  Vegetative 80°C 110°C  Vegetative 80 °C o
state cells 10 1.5 cells 80, ¢ 10 10,0 1.8 cellgs 80. c10 1.7 cellgs 10 1.46 cellgs 10 100‘ ¢
min min min min min min min min min 4 min
PHmin 4.01 4.79 5.13 4.46 4.67 4.96 4.36 4.58 4.76 4.19 4.58 4.81 4.40 ND 5.25
Cl lower?! 3.77 4.70 4.96 4.37 4.33 491 4.27 4.44 4.64 3.75 4.43 4.73 4.26 ND 5.20
Cl uppert? 4.14 4.89 5.25 4.52 4.80 4.98 4.41 4.61 4.82 4.41 4.64 4.85 4.50 ND 5.29
Owmin 0.944 0.951 0.966 0.950 0.960 0.968 0.958 0.957 0.967 0.956 0.964 0.973 0.947 ND 0.962
Cl lower?! 0.936 0.932 0.961 0.945 0.959 0.706 0.955 0.952 0.945 0.951 0.936 0.972 0.932 ND 0.576
Cl upper? 0.948 0.957 0.969 0.952 0.961 0.976 0.959 0.959 0.972 0.960 0.971 0.974 0.949 ND 0.973
dN:t:ber of 50 24 12 20 15 10 21 17 14 18 14 13 20 18 11
a 10
o 0.937
R? 0.71
RMSE 0.014

ICl corresponding to 95% confidence intervals; 2 Strain 1 is C. sporogenes reference strain (PA 3679) and Strain 41 is Group | C. botulinum reference strain

(Prevot 910); 3Isolates 14 and 17 are C. sporogenes isolates and strain 34 is non-toxigenic Group | C. botulinum isolated from spoiled food.
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Figure 22: Contour plots (solid lines) showing the growth or recovery (including germination and outgrowth) probabilities of Group I C. botulinum strain 34

(a) vegetative cells, (b) spores, (c) heat-treated spores.

Each solid line represents the decimal reduction number obtained by stress during recovery.
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6. Conclusion

Physiological and genetic parameters of C. sporogenes isolates (34 isolates isolated from spoiled food
and three reference strains), non-toxigenic Group | C. botulinum (three isolates isolated from spoiled
food) and reference strains of Group | C. botulinum (two reference strains) were studied. The growth
limit as a function of pH and sodium chloride concentration and the spore heat resistance revealed a
strong diversity within the two species. No relationship was observed between the physiological
characteristics and the isolation matrix of the isolates. The genetic study revealed that three isolates
isolated from spoiled canned food, initially identified as C. sporogenes isolates, belonged to Group |
C. botulinum. No link was established between physiological characteristics and phylogeny. The ability
of selected isolates to grow as vegetative cells or spores was assessed according to pH and NaCl
concentration of the growth media. The process of germination of spores (germination, outgrowth and
cell division into vegetative cells) was impacted by the pH, sodium chloride concentration and heat

treatment.

One main result is the impact of pH and sodium chloride concentration on growth range, stronger for
vegetative cells than for heat-treated spores. The growth/germination limits were strain-dependent
and acted synergistically. In addition, the accumulated data on growth limits provide a better
understanding of the behaviour of isolates, including isolates with extreme characteristics. The study
of the heterogeneity of physiological and genetic characteristics allows a better assessment of the risks
and helps prevent and/or minimise foodborne botulism outbreaks and canned food spoilage. In
addition, the pH limit of industrial processes for acid or acidified pasteurised products stored at room
temperature is currently 4.6. This pH limit is safe, based on the vegetative cell growth limits. If the
recovery limits of heat-treated spores are taken into account, the pH limit for food formulation could
be increased (e.g. 4.8-4.9). If the synergistic effect between food formulation and heat treatment on
spore recovery is taken into account, acid canned food can be formulated up to pH 5 with 4% of salt.
It is important to recognise that to ensure food safety with regard to Group | C. botulinum, establishing
the synergistic factors also helps to avert the formation of botulinum neurotoxin. This type of
synergistic action is already considered for the control of Listeria monocytogenes (“Réglement (CE)

N°2073/2005 de la Commission,” 2005).
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CHAPITRE 4 : Caractérisation des paramétres physico-chimiques des produits a base d’olives traités
thermiquement

Dans le chapitre précédent (Chapitre 3), nous avons observé l'effet synergique des facteurs
environnementaux (pH et concentration en chlorure de sodium) aprés un traitement thermique de
faible intensité sur la probabilité de germination et de croissance des spores de C. sporogenes et C.
botulinum groupe |. Cette synergie peut étre retrouvée dans certains produits, tels que les produits a
base d’olives traités thermiquement. En effet, la particularité physico-chimique de ces produits
associée a un faible traitement thermique suggere une stabilité microbiologique a température

ambiante et donc une inhibition de C. botulinum groupe |.

L’objectif général de ce chapitre était de caractériser les parameétres physico-chimiques des produits a
base d’olives traités thermiquement pour prévoir la croissance et/ou la germination/croissance des

spores de C. sporogenes et C. botulinum groupe | dans ces produits.

Dans ce chapitre, un échantillonnage de 90 produits a été obtenu avec |'aide de France Olive pour
réaliser des analyses physico-chimiques telles que la mesure du pH, de la concentration en chlorure de

sodium, la teneur en acide gras et en polyphénols....
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1. Introduction

Les produits a base d’olives telles que les tapenades sont de plus en plus consommées lors des apéritifs
(AFIDOL, 201543, 2014, 2012, 2008). En France, la consommation d’olives de table représente environ
70 000 tonnes par an. La production d’olives de table et d’huile d’olive est concentrée au niveau du
bassin Méditerranéen. La fermentation constitue une des plus importantes étapes dans le processus
des olives de table permettant leurs consommations et leurs conservations (Anagnostopoulos et al.,
2020; Botta and Cocolin, 2012; Heperkan, 2013; Hurtado et al., 2012; Perpetuini et al., 2020). Les
produits a base d’olives ont des caractéristiques physico-chimiques qui permettent de contréler C.
sporogenes et C. botulinum groupe |. Mais, ces caractéristiques sont peu détaillées dans la littérature
(pH entre 4,0 et 4,3, concentration en NaCl entre 4 et 10 % de NaCl) et sont choisies par le fabricant
dans la majorité des cas (International Olive Qil Council, 2004). Les caractéristiques particuliéres (pH
acide et forte concentration en NaCl) ainsi que la faible contamination du produit montrent un risque
faible de présence de la toxine botulique dans ces produits. Cependant, plusieurs cas de botulisme
alimentaire liés a la consommation de ces produits ont été recensées (ex : 2011, 8 cas de botulisme
alimentaire apres la consommation de tapenade verte aux amandes). La contamination des produits a
base d’olives peut étre due a une contamination de la surface des olives lors de la récolte et a une
mauvaise hygiéne (personnel ou matériel) (pré-process) ou post-process (défaut d’emballage ou de

traitement thermique ou de formulation).

En outre, la variété (cultivars) d'olives, la saison de la récolte, I'acidité choisie pendant les processus de
production, ont un impact sur les caractéristiques physico-chimiques du produit final et sur le controle

de C. sporogenes et C. botulinum groupe |.

Dans ces produits de nombreuses questions subsistent telles que : les parametres physico-chimiques
impactent-ils la croissance de C. sporogenes et C. botulinum groupe |, si oui dans quelle mesure ? Est-
ce que les facteurs pH et concentration en NaCl agissent séparément ou bien en synergie ? Quelles
sont les caractéristiques physico-chimiques de ces produits traités thermiquement et conservés a

température ambiante retrouvées en France ?

Pour recueillir les caractéristiques physico-chimiques de la matrice, le plan expérimental est basé sur
une étude de 5 parameétres sur 7 catégories de produits. Cette étude a été réalisée en partenariat avec

France Olive.
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2. Matériel et Méthodes
2.1 Catégories de produits a base d’olives traités thermiquement

France Olive (Afidol) a réalisé un échantillonnage de 91 produits a bases d’olives traités
thermiquement issus de 22 producteurs (Tableau 19). Tous les produits sont conditionnés dans des
pots en verre ou en plastique de différentes contenances (de 90 a 200g), et sont commercialisés a

température ambiante aprés un faible traitement thermique.

Tableau 19 : Nombre d’échantillons par catégorie de produits a base d’olives.

Catégories de produits Nombre d’échantillons? Nombre de producteurs?
Tapenades noires 14 14
Tapenades vertes 10 10
Pates d’olives 11 11
Pates d’olives de Nice (AOP) 8 8
Ollvj':\des (confit, régalade, créme, 15 15
purée)

Olives vertes? 20 18
Olives vertes en saumure 7 4
Olives noires? 13 6
Olives noires en saumure 19 5

0lives conservées sans saumure dans des sachets doypack ; 2Nombre d’échantillons par catégorie de

produits ; 3Nombre de producteurs par catégorie de produits

2.2 Parametres physico-chimiques mesurés
e Mesure du pH

La mesure du pH dans les produits dérivés de fruits et Iégumes suit la norme NF ISO 1842 : 1992 (ISO,
1993). Brievement, le pH a été mesuré a température ambiante (20 °C), apres étalonnage de I'appareil
avec les solutions étalons (pH 2,00, pH 4,01 et pH 7,00). L'efficacité de I'étalonnage est vérifiée par le
coefficient de corrélation (R?), dont la valeur doit étre supérieure a 97 %. Le pH a été mesuré dans les
saumures des olives vertes et noires. Pour les olives entieres, 20 mL d’eau distillée ont été ajoutés dans
100 g. Le pH a été mesuré au centre du pot aprés ré-homogénéisation des pates d’olives et des

tapenades.
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e Mesure de 'activité de I'eau

La mesure de I'ay, a été réalisée suivant la norme I1SO 18787 : 2017 (ISO, 2017). L'aw-metre (Aqualab,
METER Group, Dardilly, France) a été étalonné avec des solutions salines étalons de 0,8 ; 0,9 et 0,98

aw, puis les échantillons ont été analysés a température ambiante (25 °C).

e Détermination de la teneur en NaCl (NaCl)

La détermination de la teneur en NaCl a été réalisée selon la norme I1SO 9297 qui utilise la méthode de
Mohr de dosage des chlorures (1SO, 1989). Le dosage potentiométrique par mesure de pH correspond
a la différence de potentiel entre une électrode en platine et I'échantillon a doser. 5 g d’échantillon
ont été pesés et un volume de nitrate d’argent (AgNOs : 0,1 M) a été ajouté pour déterminer le point
d’équivalence. La teneur en NaCl a été mesurée a partir de I'ay et la teneur a été aussi déterminée sur

la fraction dégraissée (Equation 3 et Equation 4).

[Cl] = (Veq B Vblanc) X CAgN03 X MM¢; x 100

mpesée

MMyqaci X [Cl]

[NaCl] = MMy,

Equation 3 : Teneur en NaCl.

Veq est le volume (L) ajouté a équivalence de AgNOs (0,1 M) pour doser I’échantillon ; Vipianc correspond
au volume (L) a I'équivalence de AgNOs (0,1 M) pour doser I'eau distillée ; mpesce €5t la masse (g) de
I’échantillon ; Cagnos est la concentration molaire (mol/L) de la solution de nitrate d’argent ; MM est
la masse molaire (g/mol) du chlorure ; MMnac est la masse molaire du chlorure de sodium (g/mol) ;

[CI] est la concentration de I'ion chlorure (g/100g) et [NaCl] est la concentration en NaCl (g/100g).
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[NaCl] x 100
[NaCl]fraction dégraissée = W

Equation 4 : Teneur en NaCl dans la fraction dégraissée.

[MG] est la concentration en matiére grasse de I"échantillon (g/100 g) et [NaCllfaction dégraissce €St la

concentration en NaCl de I’échantillon sur la fraction dégraissée (g/ 100 g).

e Détermination de la teneur en polyphénols totaux

La détermination de la teneur en polyphénols totaux utilise le principe du dosage de Folin (Georgé et
al., 2005). L'oxydation des phénols avec le réactif de Folin-Ciocalteu (acide phosphotungstique et acide
phosphomolybdique) donne un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et molybdéne (I’absorption
maximum est de 760 nm) est proportionnelle a la concentration en polyphénols. En raison, de la
présence d’interférences dans les échantillons (vitamine C, tyrosine, sucres réducteurs) faussant
I"absorbance, la mesure a été réalisée sur I'extrait brut (polyphénols totaux et interférents) et I'extrait
filtré (polyphénols seuls). L’échantillon a été filtré sur une cartouche Solid Phase Extraction (SPE) ayant
le réle d’'une chromatographie par adsorption. La teneur en polyphénol a été déterminée a l'aide de

I'Equation 5 :
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[PPT] = [PPT] interférence — [Interférence]

DO7go X Vo, X100
p X 1000 X My

[PPT]interférence -

DO%¢o X Vo X 100 X d
p X 1000 X mpegee

[Interférence] =

Equation 5 : Teneur en polyphénols totaux.

DOy¢o est la densité optique de I'extrait brut (760 nm) ; DO’s6 est la densité optique de I'extrait filtré
(760 nm) ; Vex est la volume (mL) du mélange HCI/Acétone utilisé pour 'extraction ; p est la pente de
la droite d’étalonnage de I'acide gallique ; mpesse €5t la masse (g) de I'échantillon pesé ; d est le facteur
de dilution; [PPT] est la concentration en polyphénols totaux de I'échantillon (mg/100 g);
[PPT]interfésrence €St la concentration en polyphénols interférente de I’échantillon (mg/100 g) et

[Interférence] est la concentration en interférence de I’échantillon (mg/100 g).

e Détermination de la teneur en acide gras

L’analyse est réalisée selon la méthode interne dérivée du Journal Officiel du 03/11/1977 (laboratoire
partenaire). Succinctement, la teneur en acides gras a été déterminée par hydrolyse a chaud a I'aide
d’acide chlorhydrique (HCI). L’extraction de la matiere grasse a été réalisée a I'éther de pétrole par

I’extracteur Soxhlet. Enfin, la différence de masse a permis de déterminer la teneur en acides gras.

2.3 Analyse statistique

Les données physico-chimiques des produits a base d’olives traités thermiquement conservés a

température ambiante ont été analysées suivant la méthode de la boite a moustache sur Excel.
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3. Résultats
3.1 Mesure de pH

Les mesures de pH dans les échantillons ont montré un pH proche de 4,5 pour tous les produits sauf
pour les olives vertes ou le pH est supérieur a 4,6 pour 75 % des échantillons. Les produits du types
tapenades, olivades, pates d’olives ont des pH nettement plus acides. Au moins un produit dans
chaque catégorie présente un pH supérieur a 4,6, notamment pour les olives noires, dont les olives
noires a la grecque avec un pH allant jusqu’a 6,2 (Figure 23 ; Tableau 20). Lorsque le pH médian a été
mesuré dans la saumure, celui-ci est de 4,56 et 4,75 pour les olives noires et vertes respectivement. Le
pH maximal de la saumure de certaines olives noires (pH 4,73) ou vertes (pH 5,49) est tres largement

supérieur a pH 4,6 (Figure 24 ; Tableau 21).
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Figure 23 : Variabilité du pH des produits a base d’olives traités thermiquement.

La ligne en pointillés rouge indique la limite extréme de croissance de C. botulinum groupe | (pH 4,6).
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Tableau 20 : Description de la distribution des valeurs de pH des produits a base d’olives traités

thermiquement.

i Olives Olives Tapenades Tapenades . Pates Pates d'olives
Statistiques . . Olivades 1 .
noires vertes noires vertes d'olives Nice
Minimum 3,70 4,12 4,11 4,08 3,48 4,10 4,03
Maximum 6,29 5,68 4,90 4,75 4,78 4,77 4,79
ler Quartile 4,29 4,54 4,38 4,34 4,17 4,19 4,50
Médiane 4,53 4,77 4,45 4,45 4,33 4,39 4,54
3éme Quartile 4,75 5,32 4,55 4,49 4,53 4,52 4,63
Moyenne 4,63 4,88 4,46 4,38 4,28 4,37 4,52
Ecart-type 0,47 0,47 0,20 0,30 0,39 0,20 0,21
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Figure 24 : Variabilité du pH des saumures des olives noires et vertes.

La ligne en pointillés rouge indique la limite extréme de croissance de C. botulinum groupe | (pH 4,6).
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Tableau 21 : Description de la distribution des valeurs pH des produits a base d’olives traités

thermiquement.

Statistiques Olives noires Olive vertes

Minimum 3,70 4,16
Maximum 4,73 5,49
ler Quartile 4,45 4,55
Médiane 4,56 4,75
3éme Quartile 4,67 5,30
Moyenne 4,46 4,88
Ecart-type 0,33 0,43

3.2 Mesure de I'activité de I'eau

Pour les tapenades noires, les olivades, les pates d’olives et les pates d’olives de Nice, 25 % de ces
produits ont une activité de I'eau comprise entre 0,98 et 0,94. Parmi les 13 échantillons d’olives noires,
25 % ont une activité de I'eau inférieure a la limite de croissance de C. botulinum groupe | (aw : 0,94)
(Peck, 2009). L’activité de I'eau des olives vertes et des tapenades vertes est largement supérieure a
la limite de croissance. En effet, 75 % des échantillons ont une a,, de 0,98 avec un maximum de 0,986
et 0,985 pour les olives vertes et les tapenades vertes respectivement. Par ailleurs, les échantillons
d’olivade montrent une aw trés variable (écart-type de 0,035) avec un minimum de 0,870 et un
maximum de 0,985. 25 % des olivades ont une a» moyenne (0,95) pour cette catégorie de produit
(Figure 25 ; Tableau 22). Les olivades présentent une activité de I'eau tres variable en raison de la

diversité des recettes produites.
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Figure 25: Variabilité de Il'activité de l'eau (aw) dans les produits a base d’olives traités

thermiquement.

La ligne en pointillés rouge indique la limite extréme de croissance de C. botulinum groupe | (aw : 0,94).

Modélisation de la probabilité de croissance de C. sporogenes et C. botulinum en fonction

. ) . . . 189
du pH et de la concentration en chlorure de sodium apres un traitement thermique



CHAPITRE 4 : Caractérisation des paramétres physico-chimiques des produits a base d’olives traités
thermiquement

Tableau 22 : Description de la distribution des valeurs d’activité de I'’eau (aw) des produits a base

d’olives traités thermiquement.

Statistiques Oli.ves Olives Tapernades Tapenades Olivades I:’é'fes Pates (_i'olives

noires vertes noires vertes d'olives Nice
Minimum 0,923 0,966 0,933 0,942 0,870 0,919 0,937
Maximum 0,975 0,986 0,976 0,985 0,985 0,987 0,971
ler Quartile 0,939 0,972 0,952 0,969 0,953 0,955 0,951
Médiane 0,969 0,974 0,962 0,976 0,962 0,963 0,956
3éme Quartile 0,975 0,976 0,965 0,979 0,970 0,968 0,963
Moyenne 0,964 0,975 0,957 0,959 0,952 0,962 0,956
Ecart-type 0,016 0,005 0,012 0,024 0,033 0,017 0,012

3.3 Mesure de la concentration en chlorure de sodium

L'activité de I'eau est controlée par I'ajout de sucres solubles (glucose, sucrose, etc.) ou I'ajout de NaCl
(chlorure de sodium, NacCl). Dans les produits a base d’olives I'ajout de NaCl a deux fonctions, une
fonction de désamérisation de I'olive par la saumure (mélange d’eau et de NaCl) et une fonction
d’inhibition de la croissance bactérienne notamment C. botulinum groupe | dont la limite de croissance

est de 10 % NaCl (aw : 0.94) (Peck, 2009). Trois teneurs en NaCl ont été déterminées :

e Teneur en NaCl du produit,
e Teneur en NaCl de la saumure,
e Teneuren NaCl de la fraction dégraissée du produit (le NaCl n’étant pas soluble dans la fraction

lipidique).

La teneur en NaCl est trés inférieure a 10 % (limite de croissance pour C. botulinum groupe |) pour tous
les produits a base d’olives traités thermiquement. 25 % des tapenades vertes, olivades et pates
d’olives, présentent des teneurs en NaCl proches de 2 %. Les pates d’olives montrent une grande
variabilité de presque 1 % vis-a-vis de la teneur en NaCl (aw : 0,956) (Figure 26 ; Tableau 23). 75 % des
olives noires ont une teneur en NaCl de 4,1 %, en lien avec le processus de fabrication par 'ajout de

NaCl (8 a 12 %) (AFIDOL and FEDALIM, 2018).
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Teneur en sel (g/100g)

Figure 26 : Variabilité de la teneur en chlorure de sodium dans les produits a base d’olives traités

thermiquement (produit).

La ligne en pointillés rouge indique la limite extréme de croissance de C. botulinum groupe | (10 %

NacCl).
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Tableau 23 : Description de la distribution de la teneur en chlorure de sodium des produits a base

d’olives traités thermiquement (produits).

Statistiques Oli.ves Olives Tapernades Tapenades Olivades I:’é'fes Pates (_i'olives

noires vertes noires vertes d'olives Nice
Minimum 2,00 2,20 2,20 1,90 1,30 1,40 2,30
Maximum 4,70 3,50 5,10 4,00 4,20 4,90 4,00
ler Quartile 3,70 2,50 2,90 2,00 2,10 2,23 2,60
Médiane 3,00 2,75 3,05 2,15 2,25 2,70 2,85
3éme Quartile 3,68 3,08 3,38 3,30 2,63 2,85 3,05
Moyenne 3,12 2,83 3,31 2,58 2,38 2,64 2,90
Ecart-type 0,80 0,38 0,80 0,76 0,61 0,88 0,51

Pour les produits types « olives noires et vertes entiéres », la teneur en NaCl a été mesurée dans les
saumures de couverture. La saumure des olives noires a une teneur en NaCl de 7,8 % pour 75 % des
échantillons. Pour les olives vertes, 75 % des produits ont une teneur en NaCl de 4 % dans la saumure
(Figure 27 ; Tableau 24). Ces résultats sont en lien avec le mode de fabrication des olives en saumure
a savoir une teneur en NaCl plus élevée pour les olives noires que pour les olives vertes. Cependant, la
teneur en NaCl dans la saumure est largement supérieure a celle mesurée dans l'olive. En effet, la
teneur moyenne en NaCl dans les olives noires et vertes est de 4 % et 3 %, respectivement (Figure 27 ;
Tableau 24). Cette différence s’explique par I'osmose, le NaCl migre de la saumure vers la pulpe de
I'olive. Or, la pulpe est riche en lipides ol le NaCl n’est pas soluble, ce qui peut créer un biais dans la
mesure de la concentration en NaCl. La mesure de la teneur en NaCl dans la fraction dégraissée du

produit est celle a prendre en considération.
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Figure 27 : Variabilité de la teneur en chlorure de sodium dans les produits a base d’olives traités
thermiquement (saumure).

La ligne en pointillés rouge indique la limite extréme de croissance de C. botulinum groupe | (10 %

NaCl).

Tableau 24 : Description de la distribution de la teneur en chlorure de sodium des produits a base

d’olives traités thermiquement (saumure).

Statistiques Olives noires Olives vertes

Minimum 2,80 2,80
Maximum 8,10 4,60
ler Quartile 6,55 3,30
Médiane 7,55 3,40
3eme Quartile 7,85 3,95
Moyenne 6,85 3,56
Ecart-type 1,64 0,45

La teneur en NaCl dans la fraction dégraissée a été déterminée par calcul, en utilisant la teneur en
matiére grasse contenue dans le produit (Figure 28 ; Tableau 25). Tous les produits ont une teneur en
NaCl inférieure a 10 % dans la fraction dégraissée, limite de croissance connue pour C. botulinum

groupe | (Peck, 2009).
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Figure 28 : Variabilité de la teneur en chlorure de sodium des produits a base d’olives traités

thermiquement (fraction dégraissées).

La ligne en pointillés rouge indique la limite extréme de croissance de C. botulinum groupe | (10 %

NacCl).
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Tableau 25 : Description de la distribution de la teneur en chlorure de sodium des produits a base

d’olives traités thermiquement (fraction dégraissée).

Statistiques Oli.ves Olives Tapernades Tapenades Olivades I?ét_es Pates (_i'olives

noires vertes noires vertes d'olives Nice
Minimum 2,50 2,60 3,40 2,30 2,00 2,00 3,80
Maximum 7,40 4,20 7,90 5,80 5,20 8,70 6,40
ler Quartile 5,50 3,08 4,30 2,50 2,55 3,25 4,05
Médiane 6,00 3,15 4,40 2,65 3,30 4,10 4,65
3éme Quartile 6,50 3,63 5,05 4,65 3,50 4,50 5,03
Moyenne 5,75 3,33 4,84 3,47 3,18 4,09 4,70
Ecart-type 1,22 0,44 1,13 1,25 0,84 1,69 0,79

Les olives vertes, tapenades vertes et olivades ont une teneur moyenne plus faible en NaCl dans la
fraction dégraissée entre 3,3 a 3,1 %. Les olives noires ont la teneur en NaCl moyenne la plus élevée
des produits avec une concentration de 5,7 %. Les tapenades noires et les pates d’olives de Nice ont
des teneurs en NaCl moyenne de 4,8 a 4,6 %. Les pates d’olives de Nice ont une teneur en NaCl
supérieure aux autres produits en raison des techniques d’élaboration. En effet, les olives de Nice sont
des olives d’appellation d’origine protégée (AOP) et suivent un cahier des charges précis tel que la

saumure de conservation qui doit étre supérieure a 8 % en NaCl (AFIDOL and FEDALIM, 2018).

3.4 Mesure des polyphénols

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires présents dans les végétaux. Ces
polyphénols sont composés d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles (-OH)
possédant une activité antimicrobienne. Les polyphénols amenent des modifications des membranes
provoquant la formation de pores membranaires. Les produits de type olives noires, tapenades noires,
olivades et pates d’olives de Nice présentent en moyenne des teneurs en polyphénols assez élevées
(262 a 547 ppm). A l'inverse, les olives vertes et tapenade verte ont des valeurs moyennes en
polyphénols plus faibles (74 a 183 ppm). De plus, pour une méme catégorie de produits la variabilité

entre échantillons est tres importante (supérieure a 100 ppm) (Figure 29 ; Tableau 26).
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Figure 29 : Variabilité de la teneur en polyphénols dans les produits a base d’olives traités

thermiquement.

Tableau 26 : Analyse statistique de la teneur en polyphénols sur les produits a base d’olives traités

thermiquement.

Statistiques Oli.ves Olives Taper\ades Tapenades Olivades Il’ét.es Pates fi'olives
noires vertes noires vertes d'olives Nice
Minimum 46,90 26,10 198,60 82,80 64,20 47,60 373,00
Maximum 648,50 123,00 600,40 447,50 576,80 803,10 715,90
ler Quartile 268,90 57,75 355,35 102,70 120,75 269,05 477,28
Médiane 163,65 74,10 426,90 129,85 265,30 525,05 544,95
3éme Quartile 414,08 91,20 497,55 257,68 346,68 599,13 636,03
Moyenne 243,69 74,78 422,51 341,79 262,73 451,44 547,80
Ecart-type 183,22 27,37 113,56 217,95 152,98 236,55 118,88
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3.5 Mesure des acides gras

Les résultats de la mesure de la teneur en acide gras des produits a base d’olives sont présentés dans
la Figure 30 et le Tableau 27. Les produits contenant des olives noires (31,92 g/100 g) montrent une
teneur en acide gras moyenne plus élevée que les produits a base d’olives verte (15,58 g/100 g). Les
olivades montrent le plus grand écart-type (8,40 g/100 g) en raison de l'ajout d’ingrédients
supplémentaires contenant des matiéres grasses telles que les tomates séchées conservées dans

I"huile.
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Figure 30: Variabilité de la teneur en acide gras dans les produits a base d’olives traités

thermiquement.
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Tableau 27 : Analyse statistique de la teneur en acide gras sur les produits a base d’olives traités

thermiquement.

Statistiques Oli.ves Olives Tapernades Tapenades Olivades I?ét_es Pates (_i'olives

noires vertes noires vertes d'olives Nice
Minimum 15,70 9,80 18,80 14,10 11,10 22,90 34,10
Maximum 39,40 20,40 39,90 32,00 37,30 43,50 42,10
ler Quartile 26,20 12,40 29,55 17,13 18,85 29,00 36,73
Médiane 3550 14,90 32,70 20,50 23,70 38,20 38,05
3éme Quartile 36,90 17,75 35,75 27,40 33,70 39,75 39,08
Moyenne 31,92 15,14 31,30 22,15 25,57 34,43 38,01
Ecart-type 7,45 3,18 6,10 6,17 8,70 6,61 2,26

4. Discussion et Conclusion

Les mesures des parameétres physico-chimiques (pH, aw, teneurs en NaCl, en lipides, en polyphénols...)
ont été réalisées sur les produits commerciaux a base d’olives traités thermiquement. Certains d’entre
eux ont montré des valeurs de pH supérieures a 4,6 et tous ont des valeurs de concentration en NaCl
trés inférieures a 10 %. Il n’y a pas d’inhibition de la croissance de C. botulinum groupe | lorsque les

facteurs environnementaux sont pris indépendamment.

En effet, les olives vertes présentent théoriquement un risque d’instabilité et de non-maitrise du risque
sanitaire élevé, compte tenu du pH supérieur a 4,6 favorisant la croissance de C. botulinum groupe |
(Peck, 2009). Cependant, il y a trés peu de cas d’instabilité liés a ce produit révélant une inhibition de
la croissance de C. botulinum groupe | avec le cumul et la synergie des barrieres. De plus, la
contamination de ces produits est trés faible ce qui pourrait expliquer I'absence de C. botulinum
groupe | et donc de la toxine dans le produit. Par ailleurs, les produits types tapenades, olivades, pates
d’olive ont des pH nettement plus acides (4,5 a 4,2) en raison de I'ajout d’acide citrique. Les acides
organiques tel que I'acide citrique ont un effet sur la croissance bactérienne et représentent un autre
moyen de contréle. La relation activité de I'eau et stabilité d’'un produit est trés importante. Outre
I'influence de I’activité de I'eau sur la texture, I'apparence, le go(t, celle-ci joue un réle primordial dans
le développement des micro-organismes. Les limites de croissances usuelles des micro-organismes

suivant I'activité de I'eau :

e (0,6 : moisissures

e 0,7 :levures
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e 0,8 : bactéries

Pour le pathogéne le plus thermorésistant, la limite de croissance en fonction de I'activité de I'eau pour
C. botulinum groupe | est de 0,94. Une activité de I'eau faible est critique pour les micro-organismes
car les enzymes sont immobiles et ne peuvent pas participer a I'activité métabolique. Ainsi, I'ay, utilisée
seule comme moyen de maitrise dans ces produits a base d’olives ne permet pas d’inhiber la croissance
de C. botulinum groupe |. Cependant, C. botulinum groupe | est capable de se développer lors de la
combinaison pH 7 et a, 0,96 mais pas avec la combinaison pH 5,8 et a, 0,95 (National Advisory
Committee on Microbiological Criteria for Foods, 2010). Pour démontrer un potentiel effet synergique
entre les facteurs pH et I'activité de I'eau, il serait nécessaire d’inoculer C. botulinum groupe | dans les
produits a base d’olives traités thermiquement et d’étudier sa croissance. La teneur en NaCl seule des
produits ne permet donc pas d’inhiber la croissance de C. botulinum groupe |, or I'action conjointe du

pH, du NaCl et du traitement thermique peuvent permettre la maitrise de ce pathogene.

Les produits commerciaux a base d’olives stockés a température ambiante présentent tres peu de cas
d’instabilité ou de toxi-infection. La teneur élevée en polyphénols et I'ajout d’acide organique (acide
citrique) dans les préparations favorisent un pouvoir antimicrobien important. La teneur en
polyphénols dans les produits a base d’olives varie et dépend de la variété des olives utilisées, de la
maturité et du process de transformation (Charoenprasert and Mitchell, 2012; Tuck and Hayball,
2002). Ces teneurs en polyphénols suggerent un effet antimicrobien important donc la croissance de
C. botulinum groupe | n’est pas favorisée. Les olives contiennent environ 30 polyphénols différents
dont les principaux retrouvés sont I'oleuropéine (2,3 a 9,0 mg/kg), le tyrosol (4,69 a 27,45 mg/kg) et

I’hydroxytyrosol (1,4 a 5,6 mg/kg).

Par ailleurs, dans les produits de type poisson fumé a froid, le développement de C. botulinum groupe
Il (non-protéolytique) est inhibé avec une concentration minimale de 27,5 ppm (Koukou, 2019).
D’autres especes pathogénes sont sensibles aux polyphénols, par exemple une concentration de 147
ppm de polyphénol issus des olives empéche la croissance de Staphylococcus aureus ATCC25923.
Bisignano et al., ont pu déterminer |'effet des polyphénols contenus dans les olives sur Salmonella
Typhi ATCC6539 : la concentration minimale inhibitrice (CMI) est de 219 ppm (Bisignano et al., 1999).
Bacillus cereus est sensible aux polyphénols lorsque la CMI est comprise entre 670 et 1000 ppm
(Davidson and Branden, 1981). Enfin, une concentration de 1250 ppm de polyphénols extrait d’huile

d’olive empéche la croissance de Listeria monocytogenes (Guo et al., 2019).
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La teneur en acide gras de ces produits protége le consommateur contre les maladies cardiovasculaires
mais assure aussi une activité antimicrobienne (Malheiro et al., 2011). Une concentration minimale
inhibitrice de I'acide oléique (acide gras majoritaire des olives) de 0,15 mg/mL permet I'inhibition de

C. botulinum groupe | (Ababouch et al., 1992; Foster and Wynne, 1948; Zheng et al., 2004).

L’analyse des produits a base d’olives traités thermiquement montre différents profils. Les olives
vertes et les olives noires forment deux groupes distincts suivant leurs caractéristiques tels que leurs
degrés de maturité et le processus de fabrication. Les tapenades vertes présentent aussi leurs propres
caractéristiques telle qu’une concentration similaire en chlorure de sodium. Ensuite, les pates d’olives,
les pates d’olives de Nice et les tapenades noires se regroupent avec des propriétés similaires. Enfin,
les olivades ne présentent pas de profil type puisque la recette établie par les fabricants varie
beaucoup contrairement aux tapenades. En effet, les tapenades sont régies par une liste d’ingrédients
obligatoires alors qu’il est ajouté a la base des olivades différents ingrédients (Ilégumes conservés dans

I’huile, aromates, condiments ...) (AFIDOL, 2009).

Ainsi la contamination des produits a base d’olives peut provenir des ingrédients ajoutés a la
préparation (tapenades, pates d’olives, huiles d’olives) telles que les tomates séchées, les amandes,
des herbes aromatiques. L’'association d’ingrédients aqueux et non-aqueux peut créer des
microenvironnements dont l'eau devient disponible et favorise le développement de micro-
organismes pathogénes (Heperkan, 2013; Medina-Pradas and Arroyo-Lépez, 2015; Panagou et al.,

2013, 2008).
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CHAPITRE 5 : Synthese des résultats et perspectives

1. Diversité physiologique et génétique de C. sporogenes et C. botulinum groupe |

Le danger C. botulinum groupe | est considéré comme étant maitrisé seulement si le pH de I'aliment
est inférieur a 4,5 (réglementation européenne) ou inférieur ou égale a 4,6 (reglementation.
Généralement, le pH minimum de croissance généralement attribuée a I'espéce entiere est 4,6 (FDA
and GMA, 2010; Great Britain and Department of Health, 1994; Peck, 2009). De nombreux travaux ont
confirmé cette limite observée soit en aliment ou en milieu de culture (Dozier, 1924; Graham and Lund,
1985; Hauschild, 1993; Huhtanen et al., 1976; Ingram and Robinson, 1951; Montville, 1984, 1983;
Townsend et al., 1954; Wong et al., 1988). Toutefois, nos résultats montrent qu’environ 43 % des
souches collectées lors des cas d’altération de conserve se développent a un pH inférieur a 4,6 alors
gue cette situation est peu relevée dans la littérature (Lindstrom and Korkeala, 2006). Ces résultats
pourraient s’expliquer par |'effet protecteur de la matrice vis-a-vis de la limite de croissance en
fonction du pH. La présence de protéine végétale (soja) ou animale (viande/poisson dans les plats
préparés) favorise la croissance de C. botulinum groupe | a pH égal ou inférieur a pH 4,6. Ainsi, la
croissance a pu étre observée jusqu’a pH 4,3 en présence de protéine de soja (inoculation & 103
CFU/mL, incubation a 30°C aprés un traitement thermique de 5 min a 100 °C) (Raatjes and Smelt, 1979;
Smelt et al., 1982). De plus, une sélection des souches acidophiles pourrait étre observée via la
formulation des conserves altérées. Or ces produits ont un pH faiblement acide (pH compris entre 5,7

et 6,5) ne permettant pas de valider cette hypothese.

L'activité de I'eau (aw) permet d’inhiber la croissance de C. botulinum groupe | lorsque I'a,, est réduite
jusqu’a 0,94 (équivalent a 10 % de NaCl) (Dahlsten et al., 2015; Hauschild and Hilsheimer, 1979;
Sperber, 1983; Troller, 1986). Notre étude sur les limites de croissance en fonction de I'aw a montré
une limite de croissance médiane de 7,5 %. Les limites de croissance des souches vont de 5 % a 11,5
%. Parmi nos souches, la moins sensible au NaCl peut croitre jusqu’a 11,5 % (souche 14). Cette
tolérance aux concentrations élevées en chlorure de sodium pourrait étre due a un effet de la matrice
(conserve altérée de merlu sauce mousseline). Dans ce cas, il y a aussi une sélection de la souche par
le process. Cette conserve est non stable a la suite d’'un défaut de traitement thermique (D121,1°:c= 0,14
min). Cettesouche a été utilisée comme souche représentative pour déterminer la probabilité de
croissance de C. sporogenes et C. botulinum groupe | en fonction du pH et de la concentration en NaCl

en raison de satolérance a de fortes concentrations en NacCl.

C. botulinum groupe | est le pathogene le plus thermorésistant et est I'espece de référence pour

I’établissement des baremes de stérilisation. On parle de « botulinum cook », c’est-a-dire un
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traitement thermique de 3 min a 121,1 °C (D121,1 °C = 0,21 min ; z = 10 °C) (Katzin et al., 1942; Peck,
2009). Notre étude des thermorésistance a montré une résistance élevée (> 0,19 min a 121,1 °C) pour
3/5 des souches appartenant a I'espéce C. botulinum groupe | (Table 4). Les analyses bio-informatiques
ont montré la présence de deux opérons spoVA (spoVA2) dans 56 % des souches de C. botulinum
groupe | ce qui pourrait expliquer ce phénomene (Brunt et al., 2020). A l'inverse, peu de C.
sporogenes (3 %) portent plus d’un opéron spoVA (Brunt et al., 2020). Dans notre étude, 3 souches sur
les 11 souches appartenant a I'espece C. sporogenes présentent une thermorésistance plus élevée (>
0,13 min a 121,1 °C). Cela pourraits’expliquer par le fait que ces souches ont été a l'origine de cas
d’altération dans des conserves et donc sélectionnées par le procédé de traitement thermique.Parmi
les 34 souches isolées d’altération, identifiées comme C. sporogenes ou de C. botulinum groupel
(séquencage du gene de ’ARN 16S), 5 souches présentent une thermorésistance élevée (> 0,15 min a
121,1 °C). Cette thermorésistance pourrait s’expliquer par la présence d’un opéron spoVA
supplémentaire. Cette hypothése pourrait étre vérifiée par I'analyse du génome complet (Whole
Genome Sequencing, WGS). De plus, cette analyse pourrait nous permettre d’identifier 'espéce a
laquelle ces souches appartiennent. Les souches de C. sporogenes ayant une faible thermorésistance
des spores s’associentau clade des C. sporogenes alors que les souches ayant une thermorésistance
des spores plus élevées s’associeraient au clade des C. botulinum groupe | (Schill et al., 2016; Weigand

et al., 2015).

La distinction entre C. botulinum groupe | et C. sporogenes par des analyses de routines, séquencage
du géne de I’ARN 16S et test biologique du botulisme (présence/absence de toxine par injection dans
une souris) présente des limites (Sebald and Saimot, 1973). La distinction entre ces deux espéces selon
leur capacité a produire la toxine botulique n’est pas aussi simple. Plusieurs études ont montré que
certaines souches de C. sporogenes produisaient la toxine et au contraire des souches de C. botulinum
groupe | ne la produisaient pas (Weigand et al., 2015). Une analyse du génome complet d’une souche
(WGS) permet de I'affecter a une espece (C. botulinum groupe | ou C. sporogenes) et de savoir si ce
génome possede les genes nécessaires a la toxicogenése (Bradbury et al., 2012; Brunt et al., 2020;
Butler et al., 2017; Schill et al., 2016; Wells-Bennik et al., 2016). Les souches utilisées dans cette
étude sont isolées de conserves altérées (37 souches, cf. Chapitre 3). Elles appartiennent a I'espéce C.
botulinum groupe | ou C. sporogenes d’aprés le séquencage du géne de I’ARN 16S et elles sont
toutes non-toxinogénes d’apreés le test biologique du botulisme (Sebald and Saimot, 1973). Parmi ces

37 souches, le génome complet de 14 souches représentatives a été séquencé. 11 souches ont été
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affectées a I'espéce C. sporogenes et 3 souches ont été affectées a C. botulinum groupe |, aucune

d’entre elle possede les génes nécessaires a la toxicogeneése.

2. Impact des effets barriéres sur les interfaces de croissance/non-croissance

Les facteurs environnementaux tels que le pH, I'activité de I'eau (aw) et le traitement thermique
constituent la base de la conservation des aliments. Le risque botulique est considéré maitrisé lorsque
le pH est inférieur a 4,6, ou bien lorsque la concentration en chlorure de sodium est supérieure a 10 %
(aw > 0,94), voire si un traitement thermique de 3 min a 121,1 °C est appliqué. Toutefois, ces seuils
sont trés stricts car ils maitrisent a eux seuls la qualité sanitaire de I'aliment. Or, dans un aliment,
plusieurs facteurs (ex : pH et aw) peuvent réduire lacontamination par des germes indésirables. Si ces
facteurs s’éloignent simultanément d’une plage favorable au(x) microorganisme(s) considéré(s), il
peut en résulter un effet inhibiteur additif, voire uneffet synergique. Ce concept se retrouve parmi les
différents cas de « barrieres » (Hurdle technology en anglais) que Leistner et Gould ont développé
dans un ouvrage en 2002 (Leistner and Gould, 2002). Par exemple, I'absence de production de toxine
botulique est observée dans des fromages fondus conservés a température ambiante. La synergie
d’une I'awa 0,97 (4,64 % NaCl) et d’'un pH a 6,0 permet leur stockage pendant une période prolongée,
méme si les facteurs ne limitent pas individuellement la croissance de C. botulinum groupe | (Glass et
al., 2017). Cet exemple a été étendua de nombreux microorganismes sporulés pathogenes (C.
perfringens, B. cereus) d’origine alimentaire. Leur croissance est maitrisée lorsque le pH < 4,6 ou l'ay <
0,93 (10 % NaCl), voire a pH = 5,6 et aw = 0,95 (8 % NaCl) (Institut of Food Technologists, 2001). Cette
synergie entre le pH et I'aw peut étre quantifiéepar des modéles mathématiques, ce qui peut étre trés

utile pour une meilleure gestion de la qualité et de la sécurité alimentaires (McMeekin et al., 2002).

Dans notre étude, nous avons choisi de mettre en évidence l'effet synergique du pH, de la
concentration en NaCl et du traitement thermique subi par les spores en utilisant les modeles de
microbiologie prévisionnelle. Au sein de ces modeles, les limites de croissance sont des paramétres
trés importants permettant de prendre en compte la spécificité physiologique des souches d’intérét.
Pour les bactéries anaérobies tels que C. sporogenes et C. botulinum groupe |, la présence d’oxygéne
au-dela de 1 % impacte fortement la capacité de croissance et donc la détermination des limites vis-a-
vis du pH, de la concentration en NaCl ou de la température, par exemple. Dans notrecas, toutes les
expériences ont été réalisées sous une station anaérobie afin de garantir les meilleuresconditions de

croissance. L'impact défavorable de la présence d’oxygene sur la croissance a été observé lors du
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développement de la technique de microfluidique (Focus). Lors du dépot des micro-gouttes inoculées
avec C. sporogenes PA 3679 (souche 1), aucune croissance n’a été observée en raisonde la présence

d’oxygene résiduel dans le systeme de dépot.

D’autre part, il est essentiel de considérer la maniére de définir la croissance ou l'absence de
croissance. Par exemple, nous pouvons considérer une absence de croissance i) lorsque la
concentration bactérienne n’est pas supérieure a 1 log par rapport a la concentration initiale
(Buchanan et al., 1989), ou bien, ii) lorsqu’aucun trouble n’a été observé dans les puits de microplaques
aprés une période d’incubation et avec une confirmation par numération (Cole et al., 1990;
Koutsoumanis et al., 2004). Cette derniére définition a été utilisée dans nos études pour déterminer

les limites decroissance de C. sporogenes et C. botulinum groupe |.

Un avantage de ces limites de croissance est de pouvoir étre utilisées directement au sein de modeles
d’interface de croissance/non-croissance (Ross and Dalgarrd, 2004). Diverses approches ont été
développées pour décrire les interfaces de croissance/non-croissance. Certains des modéles prennent
en compte l'influence indépendante de chaque facteur par les valeurs cardinales et reflétent leur
synergie sur le taux de croissance. Dans notre cas, ces modeles permettraient de définir les conditions
ou la croissance est possible en fonction des conditions environnementales (pH, NaCl, traitement
thermique...) et donc potentiellement la production de toxine botulique. Ces valeurs cardinales sont
évaluées a partir d’'une population, elles expriment donc la capacité de croissance des individus les
plus extrémes. Ce type de modeéle est trés sécuritaire et permet de définir les conditions de formulation
et procédé en deux types : celle qui permettent ou non la croissance et donc la production de toxine

botulique (Masana and Baranyi, 2000; McKellar and Lu, 2005; Ross and McMeekin, 1994).

En réalité, la présence de toxine botulique est liée a la probabilité qu'une spore germe et donne
naissance a une cellule végétative qui sera capable de produire la toxine dans le produit fini. Dans
notre étude, nous avons travaillé sur la probabilité d’observer la croissance a partir d’'un certain
nombre de cellules initialement inoculées. Cette croissance observée au sein d’un puit ou d’un essai
est le fruit de la croissance d’au moins une cellule. Ainsi, la prise en compte de I'hétérogénéité de la
population, car les concentrations en C. sporogenes ou C. botulinum groupe | en cas de contamination
sont faibles, permet une approche plus progressiste. Cette approche modélise la transition entre les
conditions menant a une forte probabilité de croissance et celles menant a une faible probabilité de
croissance (réponse comprise entre 0 et 1) (Augustin et al., 2005; Masana and Baranyi, 2000; McKellar

and Lu, 2005; Ratkowsky and Ross, 1995).
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Habituellement, la régression logistique est la technique de régression employée mais plusieurs
auteurs critiquent cette approche par 'utilisation de parametres (coefficient de régression) n’ayant
pas de signification biologique (Augustin et al., 2005; Le Marc et al., 2002). Les modeéles a paramétres
cardinaux ont été introduits en microbiologie prévisionnelle afin d’utiliser les parameétres de modéles
qui ont une interprétation biologique ou graphique. Les modéles a parametres cardinaux reposent sur
I’hypothese que I'effet inhibiteur des facteurs environnementaux est multiplicatif, une hypothése qui
a été formalisée dans le concept gamma (y). Ainsi, I’effet cumulatif des facteurs a des niveaux sous-
optimaux peut-étre estimé a partir du produit de I'inhibition du taux de croissance. L'effet inhibiteur
est une valeur comprise entre 0 et 1. Le taux de croissance de référence est Lmqs, de sorte que les
niveaux de référence des facteurs environnementaux sont optimaux (Topt, Gwopt, PHopt ...). L'effet
combiné de plusieurs facteurs environnementaux est alors déterminé par la multiplication de leurs

facteurs gamma respectifs (Zwietering et al., 1992).

Cependant, le domaine de croissance d’un micro-organisme pour une condition environnementale
donnée est affecté par d’autres facteurs environnementaux. Cela suggere que les modéles gamma
utilisant les modeles a parametres cardinaux peuvent étre améliorés en tenant compte des interactions
entre les parameétres environnementaux. Augustin et al., (2005) ont développé un modele incluant des
termes pour les interactions qui empéchent la croissance (exemple avec L. monocytogenes) (Augustin
et al., 2005). Les valeurs des parametres cardinaux ont été maintenuesconstantes et |'espace des
facteurs environnementaux a été divisé en (i) espace des effets indépendants (§ = 1), (ii) espace de

I'interaction (0 < € < 1), et (iii) espace de I'absence de croissance(¢ = 0).

Cette approche de modélisation a été développée dans ces travaux sur une souche de C. sporogenes
PA 3679 (souche 1) (Chapitre 2), puis a été vérifiée et validée sur plusieurs souches de C. sporogenes
(souche 14 et 17) et C. botulinum groupe | (souche 34 et 41) (Chapitre 3). Pour cela, un plan factoriel a
été réalisé impliquant le pH (4,4-7) et la concentration en NaCl (0-12 %) utilisant la méthode du nombre
le plus probable (NPP) en microplaque de 96 puits. Le modéle développé dans ces travaux présente
|’avantage d’avoir une approche utilisant les parametres cardinaux associés au concept gamma avec
I'interaction des facteurs environnementaux et est applicable quelles que soit les conditions
physiologiques de la bactérie (i.e., cellules végétatives ou spores). En effet, les récents modéles de
probabilité de croissance développés prennent en compte un seul état physiologique (i.e., cellule
végétative ou spores) (Koukou, 2019; Valero et al., 2020). De plus, le modéle présenté prend en compte

le traitement thermique appliqué sur les spores. Il permet ainsi de décrire I'effet synergique du pH, de
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la concentration en chlorure de sodium et du traitement thermique sur la probabilité de croissance

des cellules végétatives, mais surtout vis-a-vis des spores et des spores traitées thermiquement.

3. Application des interfaces de croissance / non-croissance sur les effetsbarriére des

produits a base d’olives

Le Chapitre 4 a été dédié a I'étude des parameétres physico-chimiques des produits a base d’olives
traités thermiquement. Un plan d’échantillonnage a été établi regroupant 8 catégories de produits
différentes (olives entiéres avec ou sans saumure, tapenades, olivades et pates d’olives) pour un total
de 90 produits. La mesure du pH, de la concentration en chlorure de sodium, la teneur en acide gras
et en polyphénols ont montré des valeurs hétérogénes entre les olives noires et vertes en raison de
leur degré de maturité et leurs processus de fabrication. Il est intéressant de noter que le pH, la
concentration en chlorure de sodium, la teneur en polyphénols et en acides gras indépendamment, ne

permet pas l'inhibition de la croissance C. sporogenes et C. botulinum groupe I.

Est-ce que les caractéristiques physico-chimiques des produits a base d’olives traités thermiquement
sont suffisantes pour maitriser le développement de C. botulinum groupe | et C. sporogenes ? La Figure
31 décrit les interfaces de probabilité de croissance pour les cellules végétatives et de germination et
de croissance pour les spores et les spores traitées thermiquement en fonction du pH et de la
concentration du NaCl. Les produits a base d’olives sont représentés par des points. Chaque ligne
présente liso-probabilité d’observer la reprise d’activité cellulaire des spores ou des cellules
végétatives de C. sporogenes (Figure 31a a i) et C. botulinum groupe | (Figure 31j a n). Les prévisions
descendent jusqu’a une probabilité de croissance de 10® bactéries (limite de détection) soit, une
bactérie sur cent millions capables de se développer dans les conditions données. Par extrapolation du
modele, nous pouvons identifier les conditions permettant d’atteindre cette probabilité de croissance
jusqu’a 10 (ligne d’iso-probabilité en pointillé) correspondant au niveau de destruction appliqué aux

spores de C. botulinum groupe | (3 min a 121,1 °Ci.e., 12 réductions décimales).

D’une part, si on considere uniquement le facteur pH a 4,6, qui est la limite de croissance de C.
sporogenes et C. botulinum groupe |, alors la germination et la croissance observées dans ces produits
seraient de 33 %. D’autre part, si I'on considére la limite de croissance vis-a-vis de la concentration en
chlorure de sodium, soit une a, égale a 0,93 (10 % NaCl), alors la germination et la croissance de C.
sporogenes et C. botulinum groupe | devraient étre observées dans 92 % des produits (Figure 31a, d, g,

jetm).
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Ces limites de croissance reconnues pour C. botulinum group | et C. sporogenes sont définies pour les
cellules végétatives, or, dans les produits a base d’olives conservés a température ambiante, seules les
spores survivent aux traitements thermiquement. En prenant en compte les effets synergiques du pH
et du NaCl sur les limites de germination et de croissance des spores de C. sporogenes (souche 1 et 14)
et C. botulinum groupe | (souche 34 et 41), la proportion de produits a base d’olives présentant un
risque de germination et de croissance de ces spores est de 11 %. Autrement dit, 10 produits présentent
unrisque botulique potentiel selon le niveau de destruction appliqué aux spores (soit une probabilité de
1012 log), (Figure 31b, e et k). Cette proportion diminue jusqu’a 1 % si les spores subissent un
traitement thermique en amont (soit 1 produit présentant un risque selon une probabilité de 10 log)
(Figure 31c, f, | et n). Parmi les produits a base d’olives traités thermiquement, un produit
correspondant aux olives noires a la Grecque présente des caractéristiques physico-chimiques
particulieres (~pH 6 et 4 % NaCl). Ce produit a une probabilité de présenter un risque de botulisme
alimentaire élevée. En effet, dans le pire des cas, une spore sur 1000 est capable de se développer

dans ce produit (Figure 31b).

Ces résultats viennent confirmer I'action conjointe des facteurs environnementaux (pH, NaCl et
traitement thermique) sur la maitrise de C. botulinum groupe | et C. sporogenes dans les produits a
base d’olives traités thermiquement. Ces conclusions mettent alors en lumiére I'effet synergique (pH
et concentration en chlorure de sodium) de la formulation du produit et le traitement thermique

ouvrant la voie vers de nouveaux processus de fabrication.
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Figure 31 : Interface de probabilité de croissance ou de recouvrement (germination/croissance) des cellules végétatives et des spores de C. sporogenes et

C. botulinum en fonction des parameétres physico-chimiques (pH et NaCl) des produits a base d’olives traités thermiquement.

C. sporogenes Souche 1 : cellules végétatives (a), spores (b), spores traitées thermiquement (c) (souche de référence) ; C. sporogenes Souche 14 : cellules
végétatives (d), spores (e), spores traitées thermiquement (f) (souche isolée de conserve altérée) ; C. sporogenes Souche 17 : cellules végétatives (g), spores
(h), spores traitées thermiquement (i) (souche isolée de conserve altérée) ; C. botulinum groupe | non-toxinogene Souche 34 : cellules végétatives (j), spores
(k), spores traitées thermiquement (I) (souche isolée de conserve altérée) ; C. botulinum groupe | Souche 41 : cellules végétatives (m), spores traitées
thermiquement (n) (souche de référence). Le traitement thermique appliqué aux spores traitées équivaut a la destruction d’un log de la population initiale.
L'interface de probabilité est définie par les lignes solides jusqu’a une probabilité de 10® bactéries (limites de détection de notre méthode) et la ligne en
pointillée indique la probabilité extrapolée a 101? (niveau de destruction de C. botulinum groupe | requis, « botulinum cook »). Les produits a base d’olives
traités thermiquement sont représentés par les points noirs suivant leurs pH et leurs concentrations en chlorure de sodium.
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4. Perspectives

Ces travaux de these ont permis d’apporter un certain nombre de connaissances sur la maftrise de C.
botulinum groupe | et C. sporogenes dans les produits a base d’olives traités thermiquement. Plus
particulierement ces travaux ont contribué a mieux identifier les domaines de germination et de
croissance des spores de C. botulinum groupe | et C. sporogenes en fonction de la synergie des facteurs
environnementaux. Toutefois, ces résultats ne donnent aucune information sur les étapes de la
germination et de la croissance qui sont influencées par les facteurs environnementaux (pH, NaCl et

traitement thermique).

Afin de suivre |’état physiologique de ces spores bactériennes traitées thermiquement au cours du leurs
cycle de germination et de croissance, une analyse par cytométrie en flux a été réalisée. La cytométrie
en flux est une technique permettant d’analyser une population de cellules (~10? & 108 cellules pour
200 pl) en caractérisant les propriétés de chaque individu. Ainsi, la mesure des propriétés optiques
des cellules par une source d’excitation lumineuse (laser) permet leurs caractérisations et leurs
comptages selon différents parameétres. Le parameétre Forward Scatter (FSC) permet de caractériser la
taille des cellules par la mesure de la lumiére diffractée dans les petits angles. Le parameétre Side Scatter
(SSC) permet de caractériser la granulométrie des cellules par la mesure de la lumiére diffractéedans les
grands angles. Enfin, le parametre de la Fluorescence (F1) (Syto9®) permet de mesurer les niveaux de
fluorescence (Trunet et al., 2019; Wilkinson, 2016). En s’appuyant sur les travaux de Trunet et al.
(2019), nous avons adapté la méthodologie expérimentale afin de suivre la reprise d’activité des spores
anaérobies de C. sporogenes PA 3679 (souche 1) marqué au Syto9® (Molecular Probes, Life
Technologies, Saint Aubin, France) apres un traitement thermique (Figure 32) (Trunet et al., 2019). A
1h, les spores dormantes sont majoritairement présentes (Figure 32a) et détectées dans une zone de
faible fluorescence entourée en rouge. Le traitement thermique a permis d’éliminer les cellules
végétatives résiduelles mais a aussi activé la germination des spores dormantes. Ainsi, une petite
population de spores germées est aussiidentifiable et observable dans une zone de fluorescence
plus importante entourée en jaune, les spores germées étant perméables au Syto9® (Figure 32a). Au
bout de 5h, la germination des spores estbien initiée, la population des spores dormantes diminue
alors que celle des spores germées augmente (Figure 32b, entourée en jaune). En méme temps,
les spores germées émergents pour donner des cellules végétatives identifiées par une taille, mais
surtout une fluorescence plusimportante. Cette population de cellules végétatives est délimitée

par la zone entourée en rouge (Figure 32b). Enfin, une grande proportion de spores germées donne
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une population de cellules végétatives au bout de 8h. Il reste peu d’individus au stade dormant ou au

stade germé (Figure 32c).

Ces résultats sont encourageants, et ouvrent de belles perspectives. Par exemple, nous pourrions
étudier I'impact du pHet de la concentration en chlorure de sodium sur I’état physiologique des spores,
qguantifier la dynamique et le nombre de cellules passant d’un stade a l'autre. La maitrise de cette
dynamique nous permettrait de mieux comprendre les mécanismes d’action des différents leviers,
mais offrirait également des outils intéressants pour maitriser la qualité sanitaire des produits
alimentaires. Nous pourrions coupler les approches de cytométrie en flux avec un dosage de toxine
afin de déterminer lacapacité des cellules a produire la toxine botulique en fonction des différentes
conditions environnementales (pH, NaCl) aprés un traitement thermique (partenariat avec I'Institut
Pasteur). Enfin, nous pourrions nous interroger sur I'influence des facteurs liés a la formulation d’un
produit (Tableau 3 ; Tableau 4). La validation du modele pourrait étre complétéeavec I'utilisation
d’autres espéces bactériennes (B. coagulans/B. subtilis) au sein d’une interface croissance/non-

croissance utilisable par les industriels.
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Figure 32 : Cytogramme de I’évolution de la germination et de la croissance des spores de C. sporogenes PA 3679 (souche 1) aprés un traitement thermique

(80°C — 10 min) en condition optimale de croissance par cytométrie en flux.

Les spores ont été inoculées dans un bouillon PYGm et incubées a 37 °C pendant 10h en condition d’anaérobiose. Puis les spores ont été marquées au Syto9
et analysées au cours du temps par cytométrie en flux. Au début du cycle de vie (1h), la population de petite taille et de faible fluorescence est identifiée
comme spores dormantes réfractives (a, cercle rose). Puis, les spores dormantes germent (5h), identifiées par une autre population avec des spores de taille
identique mais d’intensité de fluorescence plus élevée (a, b, cercle jaune). Au cours du temps (8h), la population de spores dormantes germe totalement pour

donner des cellules végétatives de taille et de fluorescence plus grande (c, cercle rouge). FL1, fluorescence du Syto9®, SSC, taille des particules.
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Modélisation de la probabilité de croissance de C. sporogenes et C. botulinum groupe | en
fonction du pH et de la concentration en NaCl aprés un traitement thermique de faible intensité
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Produits a base d’olives

C. botulinum groupe | est la bactérie pathogene la
plus résistante a la chaleur et son élimination
nécessite de forts traitements thermiques qui
peuvent nuire aux qualités des aliments. Pour limiter
l'intensité des traitements thermiques, les industriels
doivent associer d'autres moyens de contrble
comme l'acidification et le salage communément
utilisés dans les produits a base d'olives.

L'objectif de ce travail est d’étudier les effets
combinés du pH et de la concentration en NacCl
apres un traitement thermique de faible intensité sur
la croissance et la germination des spores de C.
botulinum groupe | et de C. sporogenes qui est son
substitut non-toxinogene et également reconnu
comme espece d’altération. Il apparait que le
domaine de germination et de croissance des
spores de C. sporogenes PA 3679 (limite a pH 4,8)
est plus restreint que le domaine de croissance des
cellules végétative (limite a pH 4,5). De plus, les
traitements thermiques de faible intensité diminuent
la gamme de pH et de concentration en NaCl ou la
germination et la croissance des spores est
possible.

La limite chute a 3% pour des spores traitées (5,2
min a 100 °C) alors qu’elle est de 7% de NaCl pour
les cellules végétatives. Ces observations ont été
étendues a plusieurs souches de C. sporogenes et
C. botulinum groupe | sélectionnées en fonction de
leurs caractéristiques physiologies et génétiques.
Cette étude a également a mis en évidence une
certaine hétérogénéité au sein des deux espéces
vis-a-vis de leurs limites de croissance (pH/NaCl),
de la thermorésistance de leurs spores et de leurs

caractéristiques  génétiques  (séquencage du
génome complet et création dun arbre
phylogénétique).

Ces éléments permettent de confirmer la stabilité
des produits a base d’olives traités thermiquement.
L’association synergique du pH, du NaCl et du
traitement thermique explique [Iinhibition de la
germination et/ou de la croissance de C.
sporogenes et C. botulinum groupe I. Ces résultats
ouvrent de nouvelles possibilités pour optimiser les
processus de formulation/fabrication des aliments
afin de gérer les risques d'altération liés a C.
sporogenes et apporte des informations pour mieux
gérer ceux liés a C. botulinum

Modelling the growth probability of C. sporogenes and C. botulinum group | as a function of pH
and NaCl concentration after low intensity heat treatment

Keywords: Spore germination, Physiology, Predictive microbiology, Hurdle technology,

Olive-based product

C. botulinum group | is the most heat resistant
pathogenic bacteria and its elimination requires
strong heat treatments which can negatively affect
the food. To limit the intensity of heat treatments,
food industry must use other means of control such
as the combination of an acid and salt medium after
a low heat treatment as found in the pasteurised
olive product.

The objective of this work is to study the combined
effects of pH and concentration of NaCl after a low
intensity heat treatment on the growth and
germination of C. botulinum group | spores and C.
sporogenes  (non-toxigenic  surrogate of C.
botulinum group | and spoilage bacterium). It
appears that the germination and growth range of C.
sporogenes PA 3679 spores (pH limit at 4.8) is more
restricted than the growth range of vegetative cells
(pH limit 4.5). Moreover, low intensity heat
treatments (5,2 min at 100°C) decrease the growth
limits from 7% NaCl for the vegetative cells to 3%
NacCl for the spores.

These observations were extended to several
strains of C. sporogenes and C. botulinum group |
selected according to their physiological and genetic
characteristics. The study of their growth limits
(pH/NaCl), the thermoresistance of their spores and
their genetic distributions (sequencing of the
complete genome and creation of a phylogenetic
tree) revealed a certain heterogeneity within the two
species.

These conclusions were extended to explain teh
stability of heat-treated olive products. The synergy
between their physico-chemical characteristics
explains the inhibition of germination and growth of
C. sporogenes and C. botulinum group I. These
results open up new avenues for optimising food
formulation and processes in order to manage
spoilage risks associated with C. sporogenes and
provide information to better manage those
associated with C. botulinum.



