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résume

Le lait infantile est essentiel dans I’alimentation des nourrissons en raison de sa valeur
nutritive élevée, constituant la meilleure substitution possible au lait maternel. Cependant, ce
lait crée un environnement propice a la propagation de diverses contaminations microbiennes,
posant ainsi des problemes sanitaires pour les bébés. Parmi les contaminants, Bacillus est
fréqguemment identifié dans les produits laitiers. Dans ce travail, nous avons évalué efficacité
de deux méthodes couramment utilisées par les mamans pour la reconstitution du lait infantile
- le traitement par micro-ondes a differentes puissances (200W, 400W, 700W, 1000W, et
1200W) sur des intervalles de temps variés (10, 20, 30, 40, 50, et 60 secondes), et I’eau
bouillante, dans I’inactivation de Bacillus dans le lait infantile. Quatre souches de

Bacillus, en forme végétative (E1 : 4.63 log ufc/g, E2 : 4.67 log ufc/g, E3 : 4.49 log ufc/g, E4
- 4.77 log ufc/g) et sporulante (E1 : 7.45 log ufc/g, E2 : 7.5 log ufc/g, E3 : 4.49 log ufc/g, E4 :
4.77 log ufc/g), ont été étudiées, ainsi que le pH, pour déterminer I’effet de ces

parametres sur I’inactivation de Bacillus. Nous avons également testé la capacité de formation
de biofilm par les souches de Bacillus en utilisant plusieurs méthodes : la méthode de la
microplaque 96puits, des méthodes qualitatives sur gélose rouge Congo, et sur des surfaces de
matériaux utilisés dans la fabrication des biberons (silicone et PTFE). La rugosité des
matériaux en silicone et PTFE a été mesurée avant et apres des procédures de nettoyage et de
désinfection par hypochlorite de sodium, en utilisant AFM, pour évaluer efficacité du
nettoyage. Par ailleurs, nous avons développé un modele prédictif de la survie de Bacillus lié
a la consommation de lait infantile, basé sur les données de température et de pH, pour
évaluer le risque potentiel associé a ce germe. Les résultats ont montré que les méthodes de

traitement par micro-ondes étaient efficaces pour I’inactivation des quatre souches de



Bacillus a des temps de 40, 50, et 60 secondes et a des puissances de 700W, 1000W, et
1200W. Le traitement thermique par I’eau bouillante a été efficace pour tuer toutes les formes
Végétatives de Bacillus, mais pas pour I’inactivation des spores I'effet de la température sur

Inactivation de Bacillus est avéré plus important que celui du pH. Les tests de formation de
biofilm ont révélé que les souches de Bacillus (E1, E2, E3, E4) avaient la capacité de former
des biofilms sur silicone et PTFE, la souche E2 étant la plus fortement formatrice de biofilm.
Les méthodes de désinfection par hypochlorite de sodium étaient pas efficaces pour éliminer
complétement toutes les bactéries. Grace aux modeéles prédictifs Weibull et logarithmique, il
est possible de mieux comprendre la dynamique de la destruction de Bacillus sous différentes

conditions de traitement.

Mots-clés : lait infantile, Bacillus, traitement thermique, micro-ondes, biofilm, Weibull.



Abstract

Infant formula is essential in the nutrition of infants due to its high nutritional value,
constituting the best possible substitute for breast milk. However, this milk creates an
environment conducive to the spread of various microbial contaminants, posing health
problems for babies. Among these contaminants, Bacillus is frequently identified in dairy
products. In this work, we evaluated the effectiveness of two methods commonly used by
mothers for the reconstitution of infant formula: microwave treatment at different power
levels (200W, 400W, 700W, 1000W, and 1200W) for various time intervals (10, 20, 30, 40,
50, and 60 seconds), and boiling water, in the inactivation of Bacillus in infant formula. Four
Bacillus strains, in vegetative form (E1: 4.63 log cfu/g, E2: 4.67 log cfu/g, E3: 4.49 log cfu/g,
E4: 4.77 log cfu/g) and spore form (E1: 7.45 log cfu/g, E2: 7.5 log cfu/g, E3: 4.49 log cfu/g,
E4: 4.77 log cfu/g), were studied, along with pH, to determine the effect of these parameters
on the inactivation of Bacillus. We also tested the biofilm-forming ability of Bacillus strains
using several methods: the 96-well microplate method, qualitative methods on Congo red
agar, and on surfaces of materials used in bottle manufacturing (silicone and PTFE). The
roughness of the silicone and PTFE materials was measured before and after cleaning and
disinfection procedures using sodium hypochlorite, utilizing AFM to assess the effectiveness
of the cleaning. Additionally, we developed a predictive model for Bacillus related to the
consumption of infant formula, based on temperature and pH data, to evaluate the potential
risk associated with this bacterium. The results showed that microwave treatment methods
were effective in inactivating the four Bacillus strains at times of 40, 50, and 60 seconds and

at power levels of 700W, 1000W, and 1200W. Boiling water treatment was effective in

killing all vegetative forms of Bacillus but not for spore inactivation. The effect of



temperature on Bacillus inactivation was more significant than that of pH. Biofilm formation
tests revealed that Bacillus strains (E1, E2, E3, E4) had the ability to form biofilms on silicone
and PTFE,with strain E2 being the most strongly biofilm-forming. Disinfection methods
using sodium hypochlorite were not effective in completely eliminating all bacteria. Through
Weibull and logarithmic predictive models, it is possible to better understand the dynamics of
Bacillus destruction under different treatment conditions.

Keywords: infant formula, Bacillus, thermal treatment, microwave, biofilm, Weibull.
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Introduction



Introduction

Le lait est connu comme l'aliment le plus complet de la nature (Park, 2009) .le lait et
les produits laitiers sont des aliments riches en nutriments, qui fournissent de I'énergie et des
protéines de haute qualité, ainsi qu'une série de minéraux essentielles, en particulier le
calcium, le magnésium, le potassium, le zinc et le phosphore sous un forme facilement
assimilable (Pfeuffer, M.,2017).Les minéraux du lait sont essentielles pour la santé et le
développement de I'homme, mais surtout pendant I'enfance (Muehlhoff, E.,2014).

L'allaitement maternel est incontestablement la meilleure facon de nourrir les
nouveaux nés, le lait maternel est non seulement une source indispensable de nutriments pour
la croissance et le développement du nourrisson, mais il contient également divers
composants immunologiques essentielles avec des activités anti-infectieuses et des roles
critiqgues dans la formation de I'immunité y compris des bactéries bénéfiques qui peuvent

contribuer a la colonisation de l'intestin du nourrisson ( Dae Yong Yi et al.,2021).

Lorsque l'allaitement n'est pas suffisant, possible ou souhaité, les préparations en
poudre pour lait infantile constituent la meilleure alternative au lait maternel (Ahern et al.,
2019). Ces préparations, comme dautres produits alimentaires, contiennent des
microorganismes (Chap et al.,2009). Les aliments pour nourrissons reconstitués sont
considérés comme particulierement risqués pour les nourrissons en raison de leur systeme
immunitaire et métabolique sous-développé, ce qui les rend plus susceptibles aux infections
causées par des agents pathogenes bactériens entéeriques (Vidic et al.,2020). Pour cette raison,

la qualité microbiologique de ces formulations est essentielle (Sadek et al.,2018).

Les contaminants bactériens peuvent provoquer des maladies ou altérer le lait et ses
produits dérivés. Les bactéries aérobies sporulantes, telles que Bacillus, sont particulierement
préoccupantes a cet égard car elles peuvent survivre a la pasteurisation industrielle et former
des biofilms (Nidhi et al.,2015). Les espéces de Bacillus peuvent survivre aux traitements
thermiques et se développer aprés la reconstitution de l'aliment pour nourrissons, étant

associées a des maladies gastro-intestinales (Hilliard et al.,2003; Veysseyre et al. 2015).

Le lait doit étre donné aux nourrissons a une température tiede pour éviter les risques
de brllures. En outre, la qualité microbiologique de la poudre de lait infantile nécessite des

traitements thermiques rigoureux pour assurer sa sécurité. Pour la reconstitution du lait



infantile, deux méthodes peuvent étre utilisées : soit faire bouillir de l'eau puis ajouter la

poudre, soit reconstituer a froid puis chauffer au micro-ondes.

Dans le cadre de notre étude sur la sécurité microbiologique du lait infantile, nous
avons défini plusieurs objectifs spécifiques visant a contribuer a 1’évaluation des risques
associés aux souches de Bacillus et a d’améliorer les méthodes de préparation du lait pour

nourrissons.

Le premier objectif de cette étude consiste a identifier les barémes des traitements

thermiques des souches de Bacillus isolées de la poudre de lait infantile.

Le deuxiéme objectif vise également a évaluer les différentes méthodes de préparation
du lait infantile, afin de minimiser les risques microbiologiques par I’évaluation de I'efficacité

des traitements thermiques et des micro-ondes appliqués par les mamans.

Le troisieme objectif de notre étude vise a caracteriser les souches de Bacillus en
termes de capacité de formation de biofilm sur les matériaux utilisés dans la fabrication des

biberons.

Le quatrieme objectif est de développer un modele prédictif pour évaluer la présence
potentielle de Bacillus dans le lait infantile, en se basant sur la température et le pH. A travers

cette étude, nous pourrons estimer la dose potentiellement ingérée par les nourrissons.

Ce document s’articule donc autour des axes suivants : une partie bibliographique qui
présente le lait infantile, Bacillus et ces différents facteurs de virulence. Une autre partie sur la
méthodologie du travail adoptée. Ensuite, les résultats de cette étude seront discutés et
ouvriront la voie a une conclusion récapitulant les issues de ce travail, des perspectives, des

recommandations et des études ultérieures.
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1. Lait et les produits laitiers

Le lait et les produits laitiers sont des denrées alimentaires nutritives qui contiennent de
nombreux nutriments essentiels (Anna Haug ,2007).et jouent un réle central dans la plupart
des recommandations alimentaires. Ils fournissent un ensemble de nutriments et de
constituants bioactifs pour la santé.(Connie M Weaver,2014).le lait et le produits laitiers sont
des sources naturellement riches d'un large éventail de nutriments tels que les protéines, les
graisses, les oligosaccharides et les micronutriments, notamment les vitamines A, D, E et K,
ainsi que Ca, Mg, P et Zn. (Haug et al., 2007) .

Le lait et les produits laitiers constituent une part importante du régime alimentaire des
jeunes enfants, car ils sont une bonne source d'énergie et de protéines et contiennent un large
éventail de vitamines et de minéeraux, en particulier du calcium, dont les jeunes enfants ont

besoin pour avoir des os et des dents en bonne santé. (Dror &amp; Allen, 2014) .

Le lait maternel est la meilleure source de nutrition pour presque tous les nourrissons.
Au-dela de la croissance somatique, le lait maternel, en tant que fluide biologique, présente
toute une série d'autres avantages, notamment la modulation de la fonction intestinale
postnatale, I'ontogenese immunitaire et le développement du cerveau. Bien que l'allaitement
maternel soit fortement recommandé, il n'est pas toujours possible, adapté ou suffisant. Les
préparations pour nourrissons sont des substituts fabriqués industriellement pour la
consommation des nourrissons. Les préparations pour nourrissons tentent de reproduire le
plus fidelement possible la composition nutritionnelle du lait maternel et sont a base de lait de

vache ou de lait de soja. (Martin et al., 2016) .

2. Le lait infantile :

Les préparations pour nourrissons sont congues comme un substitut efficace de
I'alimentation infantile. Bien qu'il ne soit pas possible de produire un produit identique au lait
maternel, tout a été mis en ceuvre pour reproduire le profil nutritionnel du lait maternel pour
une croissance et un développement normaux du nourrisson. Le lait de vache ou le lait de soja
sont le plus souvent utilisés comme base, des ingrédients supplémentaires étant ajoutés pour
mieux se rapprocher de la composition du lait maternel et pour obtenir des avantages pour la
santé. (Stevens et al., 2009)

Les préparations pour nourrissons sont utilisées comme substitut du lait maternel et

constituent la seule source de nourriture pour les nourrissons jusqu'a I'age de 6 mois. La



préparation pour nourrissons est une poudre qui peut étre reconstituée et utilisée pour
remplace Le lait maternel. Ce produit est fabriqué a partir d'Ingrédients combinés, tels que des
protéines de lait, des prébiotiques, des protéines végétales, des vitamines et des oligo-
éléments. (Portela et al., 2019)

Poudre (g) 12,6-15

Calories (kcal) 65 66-73 67

Protides (g) 3,7 1,6-1,9 1

- Caséine (%) BO 60-80*  44-50** 40

Lipides (g) 356 2.6-3,8 3,6

- Acide linoléique (mg) 90 350-740 350

- Acide a-linolénique (mg) Traces 30-100 37

Glucides (g) 4.5 6,7-9,5 7.6

- Lactose (%) 100 47-100 85

- Dextrine-maltose (g) 0 1,1-2,6 (4]

- Autres sucres Aucun Amidon, glucose, Oligosaccharides
fructose, saccharose

Sels minéraux (mg) 900 250-500 210

- Sodiumn (mg) 48 16-28 16

- Calcium (mg) 125 43-93 33

- Calcium/Phosphore 1,25 1,2-19 2

- Fer {mg) 0,03 0,7-1 0,05

Figure n°1 : tableau illustrant la composition des formules infantiles, lait de femme et lait de
vache entier. (BOCQUET A et al.2002)

3. Etapes de fabrication du lait infantile :

4+ Etape 1 : Ecrémage et pasteurisation du lait

Tout commence avec le lait cru qui vient directement des fermes, ou il est conservé a 4°C.
Une premiere analyse est effectuée pour vérifier que tout est bien pour la santé de I'enfant.
La transformation du lait en préparations pour nourrissons commence par la séparation de la
matiére grasse du lait entier. On obtient ainsi du lait écrémé d'une part et de la creme d'autre
part. Cette opération est suivie d'une pasteurisation : Le lait est chauffé a une température tres
élevée a une vitesse tres elevée. 1l est ensuite refroidi a la méme vitesse. La pasteurisation est
une étape obligatoire pour Inactiver toute bactérie pathogene existante (Kessler, 2002). Deux
types de pasteurisation peuvent étre appliqués. Le premier est un traitement standard a haute
température et courte durée de 72-75 °C pendant au moins 15 s (HTST ; Kessler, 2002).

L'autre est la pasteurisation a basse température et longue durée (LTLT) a 62 °C pendant au



moins 30 minutes, qui est un outil approprié pour maintenir les structures et les goQts du lait.

Cela permet d'éliminer les micro-organismes qui peuvent étre dangereux pour le bébé.

+ ETAPE 2_: La préparation et le séchage

Le lait de vache est trois fois plus riche en protéines que le lait maternel. Et la proportion
des différentes protéines n’est pas non plus le méme il leur manquerait des éléments essentiels
a croissance. Sa composition doit donc étre retravaillée pour avoir la bonne teneur en

protéines, glucides et lipides.

Par un jeu de dilution, on ajuste le ratio de protéines et on retire certains minéraux en trop. on
ajoute aussi d’autres ingrédients, huiles végétales et dérivés du lait.on ajoute aussi des
vitamines et des minéraux (ceux qui n’étaient pas en proportion suffisante pour répondre aux
besoins de Bébe) Toute cette préparation liquide est ensuite concentree (40,80 c°)et séchee

pour obtenir une préparation sous forme de poudre. https://www.popote-bebe.fr/lemag/les-

coulisses-de-la-fabrication-dun-lait-infantile/

+ ETAPE 3 : Le mélange a sec

La préparation est alors presque préte. il ne reste qu’a ajouter les ingrédients dits « plus
sensibles». Ce sont ceux dont la qualité nutritionnelle aurait pu étre altérée s’Ils avaient été

ajoutés lors des étapes précedentes. Et on mélange. https://www.popote-bebe.fr/lemag/les-

coulisses-de-la-fabrication-dun-lait-infantile/

+ ETAPE 4 : Le conditionnement

Derniére étape de la fabrication d’un lait infantile. il ne reste plus qu’a doser la quantité de

poudre nécessaire par boite.

Une derniere analyse pour la route (en tout, une boite de lait subit des centaines et des

centaines d’analyses tout au long du processus).

Apres, La boite de lait Infantile est préte a étre commercialisée. https://www.popote-

bebe.fr/lemag/les-coulisses-de-la-fabrication-dun-lait-infantile/
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Figure n°1 : les étapes de fabrication du lait infantile.

https://www.physiolac.com/conseil-expert/choix-lait-bebe/

4. Qualité microbiologique du lait infantile :

Les préparations en poudre de lait Infantile, comme d'autres produits alimentaires,
contiennent des micro-organismes qui different quantitativement et qualitativement.® .les
nourrissons sont sensibles aux Infections bactériennes en raison de leur systéme immunitaire
sous-développé .Pour cette raison la qualité microbiologique de ces formulations est

essentielle.

L'alimentation des nourrissons avec des préparations en poudre et des aliments pour
nourrissons préts a l'emploi, de la naissance a l'dge de deux ans, permet de nourrir des
millions d'enfants dans le monde. Ce type d'alimentation représente une riche source de
nutriments et contient des Ingrédients d'origines diverses. il est donc considéré comme un
excellent support pour la croissance bactérienne et comporte un risque potentiel d'exposition a
des agents pathogénes d'origine alimentaire. Les nourrissons et les bébés sont plus
susceptibles d'étre infectés par ces agents pathogenes en raison de leur systéeme immunitaire

moins développé et de I'absence d'une flore intestinale compétitive. (Townsend et al., 2008)



https://www.physiolac.com/conseil-expert/choix-lait-bebe/

(Watterson et al., 2014)La microflore des poudres de lait dépend du nombre et du type de
bactéries présentes dans le lait cru ou les sous-produits laitiers, de la température de
préchauffage, des conditions d'exploitation, de I'évaporateur et/ou du sécheur et de I'nygiéne

de l'usine

Les Bactéries sporulant représentent la partie dominante des bactéries les plus identifiées
dans les poudres laitieres. Le genre Bacillus est le plus identifié dans les produits laitieres. Ces
bactéries survivront au processus de séchage et aux traitements thermiques utilisés (Alvarenga
et al.,2018) et peuvent germer et se développer aprés la reconstitution de l'aliment pour
enfant. surtout si elles ne sont pas correctement stockées.(Yang et al.,2017)

4.1 Bacillus :

Le genre Bacillus est le plus identifié dans les produits laitieres, ce genre joue un réle
important dans les maladies d'origine alimentaire et la détérioration des aliments. Ils
représentent une préoccupation importante pour l'industrie laitiére . Les especes de Bacillus
ont une activité protéolytique extracellulaire élevée par rapport aux autres bactéries, et elles
peuvent produire une variété d'enzymes extracellulaire telles que lI'amylase, la protéase, la

lipase et la lécithinase.

Les especes de Bacillus sont des bactéries a Gram positif, aérobies ou anaérobies
facultatives en forme batonnet, sporulantes tout en formant des endospores (Peter CB
Turnbull.,1996). Leurs température de croissance optimale se situe généralement entre 25°C
et 37 C°. Cependant, certaines souches (psychrotrophes) peuvent se développer a une basse
température de 4 a 10°C, tandis que d'autres souches résistantes a la chaleur peuvent étre
cultivées a une température pouvant atteindre 55°C. Les limites de croissance de Bacillus en
termes de pH sont définies comme étant de 4,5 a 9,5. Bacillus licheniformis et B. cereus sont
les especes de Bacillus les plus fréquemment Isolées dans le lait a tous les chaines de la

transformation.



4.1.1 Sporulation :

Pour résister au stress environnemental, une stratégie adaptative des cellules de Bacillus
consiste a se transformer en spores. Elles sont appelées des endospores parce qu'elles sont
produites a l'intérieur d'une cellule mere . La bactérie peut rester dormante sans nutriments
pendant une période indéterminée, mais elle germera et redeviendra une cellule végétative
lorsque les conditions seront favorables. Il est intéressant de noter que certains traitements
alimentaires, tels que I'exposition a une chaleur sublétale (entre 65 et 80 °C), peut déclencher
la germination (Luu, 2015).

Les spores résistent a la chaleur, au froid, aux radiations, au dessechement et aux
désinfectants.Les spores ont le potentiel de conduire continuellement au développement de
nouveaux biofilms (Lindsay et al.,2006 ). Elles sont des contaminants importants dans
I'industrie laitiere parce qu'ells sont omniprésents dans la nature et elles peuvent entrer dans
la chaine du lait & partir de diverses sources (environnement de la ferme, lait cru, équipement
de l'usine laitiére). elles peuvent aussi s'attacher a I'équipement de transformation et former

des biofilms et affectent de maniere significative la sécurité et la qualité des produits.
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Figure n°2 : a) formation des spores par Bacillus cereus formant des endospores.en cas de
conditions environnementales défavorables, la cellule végétative se différencie et permet la
morphogénése des spores. les spores matures sont libérées et germeront pour donner
naissance a une cellule végétative dans des conditions favorables. b) schéma de la structure

des spores bactériennes.



4.1.2 Production des toxines :

Les épidémies d'origine alimentaire causées par Bacillus cereus sont principalement en
raison de ses toxines, notamment I'entérotoxine et la toxine céreulide. Ces deux toxines
provoquent des intoxications alimentaires, des maladies avec diarrhée et des syndromes
émétiques (Cadirci et al.,2018). L'entérotoxine est thermolabile et peut étre inactivée par
chauffage a 55C° pendant 5 min (Cadirci et al.,2018). En revanche, la céreulide préformé
dans les aliments est trés stable et résiste a des T°C qui peuvent dépasser les 100 °C
(Rajkovic et al.,2008). Le seuil dangereux a atteindre ou les cellules bactériennes peuvent
commencer a produire la céreulide est de 5 log ufc/ml. (Bussda Silva et al.,2022).

4.1.3 Probléme de formation de biofilm par Bacillus :

Le biofilm est un assemblage d'une communauté microbienne qui est enfermée dans des
Substances polymeériques extracellulaires (EPS) , il protége les spores de B. cereus et a
I'intérieur des cellules . Le biofilm est un probleme courant dans lI'industrie alimentaire et peut
étre une source potentielle de contamination dans les produits laitiers (Weber et al.,2019).
Dans l'industrie laitiére, les spores et les cellules végétatives de Bacillus cereus peuvent
adhérer aux surfaces des équipements, formant rapidement des biofilms. Si le biofilm n'est
pas éradiquée a temps, la dispersion du biofilm de B. cereus peut libérer des spores dans les
aliments ou les environnements de production (Wijman et al.,2007). Elles peuvent ensuite
s'adhérer et se regrouper sur les surfaces en acier inoxydable, ce qui entraine la formation de
biofilms dans les cuves de stockage du lait et les lignes de traitement du lait (Sophie
Marchand et al.,2012). La formation de biofilm est un processus cyclique qui peut étre une
source continue de contamination. Les stratégies pour traiter le biofilm peuvent Inclure la
prévention de la formation de biofilm et I'élimination des biofilms développés. La formation
de biofilm peut étre perturbée des la phase d'attachement initial en utilisant différents
désinfectants tels que les solutions d'hypochlorite, I'ozone et les composés d'ammonium

quaternaire (Zhao et al.,2017).
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Figure n°3: les étapes de formation de biofilm (Yannick et al.,2014)

5. La reconstitution de l'ait infantile

Les formules de lait Infantiles reconstituées sont considérées comme une classe
alimentaire de forte risque a cause de la susceptibilité de la population Infantile aux agents
pathogenes bactériens entériques, une réponse grave a l'entérotoxine (Rowan et al.,1998). A la
naissance, le systeme Intestinal du nouveau-né est exempt de tout germe. L’intestin est
rapidement colonisé par les germes provenant de sa mere et aussi de I’entourage. Dans leur
grande majorité ces germes sont bénéfiques. On dit souvent que cela permet a I’enfant de «
faire ses anticorps ». lls se feront effectivement peu a peu, mais il faut, selon les cas, de trois
a six mois pour qu’une barriére Immunitaire digestive efficace se mette en place. C’est
pourquoi il peut encore étre conseillé de stériliser les biberons au moins les trois premiers
mois. (Georges THIEBAULT.,2021)

Généralement les mamans optent pour deux méthodes dans la reconstitution du lait infantile :

5.2 Premiére méthode:

Pour les nourrissons, Il convient d'utiliser de I'eau bouillie pour éliminer les microbes.
Aprés avoir fait bouillir I'eau, laissez-la refroidir pendant environ 5 minutes. Ensuite, versez-
la dans un biberon propre et ajoutez le lait maternisé en suivant les instructions figurant sur
I'emballage (Steven A.Abrams,2024).
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Figure n°4: la reconstitution de l'ait infantile par 1’eau bouillante.

https://sympa-sympa.com/articles/pourguoi-il-ne-faut-pas-mettre-le-biberon-au-micro-ondes-

et-comment-le-chauffer-avec-dautres-methodes-simples--1039965/

5.3 Deuxieme méthode:

Récemment, cette méthode est largement répandue, ou la reconstitution du lait en poudre
se fait a froid suivie par l'utilisation des micro-ondes pour chauffer le biberon. Cette méthode
ne prend pas beaucoup de temps par rapport a la précédente (Shadhin Mamun.2022). Le
chauffage par micro-ondes (MW) a un rendement énergetique et efficacité énergétique
supérieure plus élevé que le chauffage conventionnel, qui nécessite un temps de chauffage
relativement court, et il présente l'avantage de préserver la qualité nutritionnelle des aliments
(Martins et al.,2019). D’apres la littérature, I'utilisation de microonde permet d'obtenir un
minimum de changements sensoriels et nutritionnels, avec une sécurité microbiologique,et
une durée de conservation plus longue (Sun.2014). Bien que le biberon puisse refroidir au
toucher, le lait qu'il contient peut briler la bouche, la gorge ou I'cesophage des bébés (Shadhin
Mamun.,2022). Il faut Vérifier la température du lait avant de nourrir le bébé pour éviter les
bralures (Steven A. Abrams.,2024).
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Figure n°5: la reconstitution de l'ait infantile par la micro-onde.

https://www.nuliie.com/can-i-warm-baby-bottle-in-a-microwave/

6. Nettoyage et stérilisation des biberons et tétines :

Aprés chaque utilisation du biberon, doit étre lavé et nettoyer et méme les tétines et les
anneaux deés que les nourrissons buvez, sans attendre, a l'aide d'une longue brosse en utilisant
de l'eau et généralement le liquide de vaisselle car les bactéries se multiplient rapidement dans
les résidus de lait (Georges THIEBAULT.2021).

Figure n°6 : nettoyage des biberons.

https://www.laboratoires-novalac.fr/reponses-d-experts/du-sevrage-a-la-diversification/pour-

nettoyer-le-biberon-de-bebe-ca-se-passe-comment
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6.1 Lesstérilisateurs a chaud :

Il existe deux procédes

6.1.1 La stérilisation a I'eau bouillante :

C'est le systeme le plus ancien, utilisé par les mamans ou dans une grande casserole,
remplie en eau qui s’est faite bouillie pendant au quart d'heure, ensuite elles plongent les
biberons et tétines pendant 15 min (Georges THIEBAULT.2021).

g

Figure n°7 : la stérilisation des biberons par 1’eau bouillante.

https://www.bledina.com/steriliser-biberon/

6.1.2 La stérilisation a micro-ondes :

Un appareil composé d'une base et d'un support pour biberon, ainsi qu'un couvercle,
adapté pour étre placé dans un micro-ondes. Apres avoir nettoyé le biberon, il est placé a
I'intérieur de cet appareil avec un peu d'eau, puis le couvercle est fermé et I'appareil est mis au
micro-ondes a puissance maximale pendant une durée de 5 a 20 minutes a haute température
(Georges THIEBAULT.2021).
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Figure n°8 : la stérilisation des biberons par micro-ondes.

https://goldenbabyshop.com/produit/sterilisateur-micro-ondes-a-vapeur-avent-philips/

6.2 Hypochlorite de sodium:

La méthode la plus facile : placer dans un bac propre rempli d’eau froide les biberons,
bagues et tétines avec d’hypochlorite de sodium. |l faut surtout veiller a ce que les biberons
soient complétement remplis d’eau. La stérilisation se fait pendant environ 30 minutes.

Cependant, il ne faut pas oublier de les rincer avant utilisation (Georges THIEBAULT.2021).

6.3 Les caracteres influencant le procédé de nettoyage :

6.3.1 L’hydrophobicité et la topographie du support :

Les matériaux les plus couramment utilisés en industrie laitiere sont les aciers inoxydables
AISI 304 et 316 L (Bremer et al., 2009), parce qu’ils répondent exactement aux exigences des
matériaux en contact avec les aliments (Marchand et al., 2012),ils sont faciles a nettoyer et
résistants a la corrosion. (Bremer et al., 2009), plus une surface est rugueuse, plus la
colonisation de cette surface par des micros-colonies est Importante,(Characklis, 1990 ;
Donlan et Costerton.,2002).

(Ra) est la moyenne arithmétique des valeurs absolues des déviations des hauteurs du
Profile par rapport a la ligne moyenne enregistrée. La rugosité est déterminée par la MEB et la
microscopie de force atomique (AFM) ainsi que par mesure au rugosimétre. Une surface avec

une valeur Ra égale 0.8 pum est considérée comme une surface hygiénique en industrie

alimentaire (Lisbeth R.Hilberta,.2003).
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Figure n°9 : caractéristique de surface (rugosité) (K.AWHITEHEAD , et al.2006).

6.3.2 Propriétés bactériennes :

L’hydrophobicité de la surface de la cellule, la présence des fimbriaes et des flagelles, et
la production d’EPS Influencent 1’adhésion des bactéries sur une surface. L’hydrophobicité
d’une surface est importante pour I’attachement des micro-organismes a cette derniere
(Donlan,2002). La majorité des bactéries sont chargées négativement et présentent sur leur
surface des zones hydrophobes. Cette hydrophobicité influencent I’attachement des bactéries
sur une surface ; moins que les surfaces sont polarisées plus les liaisons hydrophobes
deviennent importantes (Donlan,2002). Les cellules dont la surface est hydrophobe adhérent

préférentiellement aux surfaces hydrophobes qu’aux surfaces hydrophiles et Inversement

(Krasowska et al.,2014).
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Figure n°10:angle de contact hydrophobe. https://transformateur-film-

plastique.rexor.com/surveillez-votre-tension-de-surface/
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6.4 Systeme de nettoyage utilisée par industrie laitieres :

Les espéces du groupe Bacillus cereus ont la capacité d'adhérer et de former des biofilms

sur des surfaces solides, y compris I'acier inoxydable, un matériau largement utilisé dans les
industries alimentaires. Les biofilms permettent la recontamination pendant le traitement des
aliments, et le systéme "clean-in-place" (CIP) est largement utilisé par les Industries pour les
controler (Higor Oliveira Silva et al.,2018). Dans l'industrie, les résidus de lait peuvent parfois
persister a la surface des équipements en acier inoxydable, formant une mince couche riche en
nutriments, appelée film de conditionnement, rendant ces surfaces plus sujettes a l'adhérence
bactérienne et a la formation conséquente de biofilms (Machado, 2005). Le systeme "clean-in-
place” (CIP) est couramment utilisé par les industries pour contrdler les biofilms dans les
lignes de traitement du lait. 1l s'agit d'une procédure de désinfection qui comprend le
nettoyage régulier des tuyaux et des équipements en utilisant des solutions acides et alcalines

appliquées a haute température (Bremer et al., 2006).

Les systemes CIP impliquent généralement lutilisation caustique (hydroxyde de
sodium) et acide (acide nitrique), et de produits chimiques initialement sélectionnes pour leur
(phosphate de calcium et autres minéraux) (Kessle,1981). Dans certains cas, des désinfectants
sont également incorporés dans le systeme CIP (Kessler 1981; Bylund 1995). Le choix du
processus de nettoyage est déterminé par le type et la composition de la matiere a nettoyer

ainsi que par la conception de I'équipement a nettoyer. (Kessler,1981)

7 La microbiologie prévisionnelle:

La microbiologie prédictive permet de mieux comprendre et contrdler les niveaux de
contamination dans les aliments a risque (McMeekin,2002). Les modeéles primaires,
secondaires et tertiaires sont utilisés pour modéliser le comportement des microorganismes.
Les modéles primaires surveillent I'évolution et/ou I’inactivation des microorganismes dans le
temps dans un environnement donné. Les modeéles secondaires décrivent l'influence des
facteurs environnementaux sur les paramétres primaires. Les modeles tertiaires utilisent des
systemes experts et des bases de données pour relier les modeles primaires et décrire
l'influence des facteurs environnementaux. Plusieurs modeles cinétiques de I’inactivation ont

été décrits, tels que les modéles log-linéaire, weibull et Baranyi (Payne et al., 2007).
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Les modéles primaires fournissent des données sur le temps de latence, le taux de
croissance maximal et/ou le temps de réduction et la population maximale atteinte a partir
d'un inoculum initial donné. A mesure que les conditions changent, ces valeurs changent et les
modeles secondaires tentent de produire des formules mathématiques décrivant ces
changements, comme I'effet de la température sur le temps de latence ou l'effet du pH sur le
taux de croissance spécifique. L'objectif de tels modeles est de produire un modele avec le
moins de parameétres (parcimonie) possible, décrivant les paramétres de croissance observés
pour permettre des prédictions (Ratkowsky.,1990). Les principaux facteurs étudiés pour leurs
effets sur la croissance dans les modéles primaires disponibles sont la température, l'acidite,

l'activité de I'eau, etc (Bassett et al., 2012).

7.1 Outils de modélisation prédictive

7.1.1 PMP

Le Programme de Modélisation des Pathogénes (PMP) est un ensemble de modeéles utilisés
pour prédire la croissance et l'inactivation de certains pathogénes alimentaires dans diverses
conditions environnementales. Les prédictions reposent sur des documents spécifiques,

principalement d'auteurs américains. Téléchargement gratuit (Bassett et al., 2012).

7.1.2 ComBase

ComBase est une base de données comprenant des milliers de courbes de croissance et de
survie microbienne provenant de recherches et de publications. Elle constitue la base du
Predicteur ComBase (un ensemble de 23 modeles de croissance et six modeles de mort
thermique pour prédire la réponse de hombreux microorganismes pathogenes alimentaires et
de détérioration aux facteurs environnementaux clés). ComBase contient également le
prédicteur Perfringens (pour préedire la croissance de Clostridium perfringens pendant le
refroidissement des viandes) et la possibilité d'ajuster des modeles prédictifs aux données

définies par l'utilisateur. Acces gratuit (Bassett et al., 2012).

7.1.3 DMFit

DMFit est un logiciel (un complément Excel) qui est utilisé pour estimer les taux de
croissance spécifiques a partir de données expérimentales avec le modele de Baranyi (Baranyi

et Roberts, 1994). DMFit fait partie du systéme utilisé en interne a I'lnstitut de Recherche
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Alimentaire pour modéliser la variation temporelle du logarithme des concentrations

cellulaires des cultures bactériennes en batch. Téléchargement gratuit (Bassett et al., 2012).

7.1.4 Sym'previus

Sym'Previus est une collection d'outils pour les inspections de sécurité alimentaire congus
pour les entreprises du secteur alimentaire afin de renforcer les plans HACCP, développer de
nouveaux produits, mieux comprendre et quantifier le comportement microbien, déterminer
les durées de conservation et améliorer la sécurité alimentaire. Accessible apres abonnement
(Bassett et al., 2012).

8 Analyse des risques :

Il Convient de faire une distinction entre les « dangers » et les « risques ». On entend
par danger Un agent biologique, chimique ou physique présent dans les denrées alimentaires
pouvant avoir un effet néfaste. Par contraste, le risque est une estimation de la probabilité et
de la gravité des effets néfastes sur la santé des populations exposées, du fait de la présence

d’un Danger dans les aliments (Sanders.,1999).

L’évaluation des risques peut étre une estimation qualitative ou quantitative d’un
risque pour elle se fonde sur une procédure a quatre étapes: 1’identification des dangers, la
caractérisation des dangers (dose/réponse), I’évaluation de I’exposition, la caractérisation des
risques, ainsi que 1’estimation des probabilités globales de consommation et la gravité¢ des

effets sur la santé d’une population donnée de consommateurs

L’évaluation quantitative des risques se trouve a la base des nouveaux systéemes de
maitrise de la sécurité sanitaire des aliments et devient prépondérante dans le commerce

international des denrées alimentaires (Manual., 2005).
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Matériel et Méthodes
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1. Traitement des échantillons de lait infantile inoculé par Bacillus

A travaillé sur des quatre souches de Bacillus isolé du lait infantile en forme sporulée
et végétative.

Dans le laboratoire de recherche scientifique de I’université Ammar Telidji a

Laghouat.

Dans cette étude, nous visons a simuler les pratiques courantes des mamans dans la
préparation et la reconstitution des laits pour bébés en utilisant deux méthodes de
traitement : I'eau bouillante et les micro-ondes. Cette démarche nous permet de mieux
comprendre I'impact de ces méthodes sur la survie et la croissance des bactéries dans le
lait infantile, notamment en tenant compte de parameétres critiques tels que la température

et le temps de traitement.
1.1.Traitement par micro-ondes

Les micro-ondes représentent une autre méthode courante de préparation du lait pour
bébés. Cette méthode est pratique et rapide, mais l'effet des différentes intensités de

micro-ondes sur les bactéries présentes dans le lait est moins bien documenté.
1.1.1. Forme végétative :

Pour la forme végeétative, nous avons préparé la solution mere a partir de cultures
jeunes des quatre souches dans BHIB. La préparation a été divisée en plusieurs
échantillons, chacun contenant 90 ml d'eau distillée stérile et trois cuilleres de lait
infantile(13.8g) Nursie (0-6 mois). Le pH a été mesuré avant l'inoculation. Chaque
échantillon a été inoculé avec 100 ul de culture jeune de chaque souche de NO E1 (4,43
log ufc/g), E2 (4,67 log ufc/g), E3 (4,49 log ufc/g), et E4 (4,77 log ufc/g), puis

homogénéisé pour assurer une dispersion uniforme des bactéries.

Les échantillons ont été exposés a différentes intensités de micro-ondes (200W, 400W,
700W, 1000W, et 1200W) pendant des intervalles de temps variés (10, 20, 30, 40, 50, et
60 secondes). Aprés traitement, des dilutions décimales ont été effectuées jusqu'a une

concentration de 107-5. Chaque dilution a été ensemencée avec 100 ul sur un milieu GN
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et les boites ont été incubées a 37°C pendant 24 heures. Le pH du lait a été mesuré apres

le traitement et a la sortie du laboratoire.

Figure n°11: A, B, C ,D ,E, F sont des images représentant les étapes de traitement par
microonde.

1.1.2. Forme sporulante :

Pour la forme sporulante, nous avons suivi une procédure similaire. La solution mere a
été préparee avec 90 ml d'eau distillée stérile et trois cuilléres de lait infantile(13.89)
Nursie (0-6 mois) dans chaque échantillon. Le pH a été mesuré avant l'inoculation.
Chague échantillon a été inoculé avec 10 ul de spores de chaque souche NO : E1 : 7,4 log
UFC, E2: 7,50 log UFC, E3: 7,50 log UFC, et E4 : 7,55 log UFC, puis homogenéisé pour

assurer une dispersion uniforme des spores.

Les échantillons ont été exposés aux mémes intensités de micro-ondes (200W, 400W,
700W, 1000W, et 1200W) et aux mémes intervalles de temps (10, 20, 30, 40, 50, et 60
secondes). Apres traitement, des dilutions décimales ont été effectuées jusqua une
concentration de 107-5. Chaque dilution a été ensemencée avec 100 ul sur un milieu GN
et les boftes ont été incubées a 37°C pendant 24 heures. Le pH du lait a été mesuré apres

le traitement et a la sortie du laboratoire.
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1.2. Traitement par I’eau bouillante

L'utilisation de I'eau bouillante pour préparer le lait infantile est une pratique répandue,
recommandée pour éliminer les bactéries potentiellement dangereuses. Ce traitement
consiste a ajouter du lait en poudre dans de I'eau distillée stérile bouillante, permettant

ainsi de dissoudre la poudre tout en garantissant un certain niveau de stérilisation.

1.2.1. Forme végétative :

Pour préparer la solution mere de la forme végétative, nous avons cultivé quatre
souches de bactéries dans un bouillon de culture (BHIB). Chaque culture jeune a ensuite
été utilisée pour préparer une solution mere. Dans quatre erlenmeyers, nous avons ajouté
90 ml d'eau distillée stérile bouillante, chauffée sur une plaque chauffante. Nous avons
ensuite ajoute trois cuilléres de lait infantile(13.8g) Nursie (0-6 mois) a chaque erlenmeyer
et mesuré le pH. Chaque erlenmeyer a été inoculé avec 100 pl de culture jeune de chaque
souche, puis homogéneise pour assurer une dispersion uniforme des bacteries. Les
échantillons ont été laissés au repos pendant 30 minutes pour permettre l'adaptation des

bactéries au lait.

Nous avons ensuite effectué des dilutions décimales de la solution mére jusqu'a une
concentration de 107-5. Chaque dilution a été ensemencée avec 100 ul sur un milieu GN
et les boftes ont été incubées a 37°C pendant 24 heures. Le pH du lait a été mesuré lorsque

celui-ci était tiede et a la sortie du laboratoire.

1.2.2. Forme sporulante :

Pour préparer la solution mere de la forme sporulante, nous avons utilisé une
procédure similaire. Quatre erlenmeyers contenant 90 ml d'eau distillée stérile bouillante
ont été chauffés sur une plaque chauffante. Trois cuilleres de lait infantile(13.89) Nursie
(0-6 mois) ont été ajoutées a chaque erlenmeyer et le pH a été mesuré. Chaque erlenmeyer
a été inoculé avec 10 ul de spores de quatre souches, puis homogénéisé pour assurer une
dispersion uniforme des spores. Les échantillons ont été laissés au repos pendant 30

minutes pour permettre I'adaptation des spores.
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Nous avons ensuite effectué des dilutions décimales de la solution mére jusqu'a une
concentration de 107-5. Chaque dilution a été ensemencée avec 100 pl sur un milieu GN
et les boites ont été incubées a 37°C pendant 24 heures. Le pH du lait a été mesuré lorsque

celui-ci était tiede et a la sortie du laboratoire.

2. Modélisation et Ajustement des Résultats

2.1. Modélisation primaire

Apres le dénombrement des bactéries Bacillus, les résultats ont été ajustés en utilisant
deux modeles couramment employés pour décrire l'inactivation des micro-organismes : le
modeéle de destruction logarithmique et le modele de Weibull modifié par Mafart. Ces
modeéles permettent de tirer les parametres d'inactivation et de mieux comprendre la

dynamique de la destruction bactérienne sous différentes conditions de traitement.
2.1.1. Modele de Destruction Logarithmique
Le modele de destruction logarithmique est base sur I'nypothese que les bacteries sont

inactivées de maniere exponentielle avec le temps. L'équation de ce modele est la suivante

N=N,10 "

Ou:
N: Nombre de bactéries survivantes aprés un temps tt.
No: Nombre initial de bactéries.
tt: Temps de traitement.

D: Valeur D, temps nécessaire pour réduire le nombre de bactéries d'un facteur 10
(réduction de 90%).

Cette expression représente la réduction logarithmique du nombre de bactéries au cours du

temps, ou la pente de la courbe de survie représente le temps de traitement (t)

24



proportionnel & la valeur (D) indique combien de temps il faut pour obtenir une réduction

logarithmique de 1 unité (90%).

2.1.2. Modele de Weibull Modifié par Mafart

Le modele de Weibull modifié par Mafart est utilisé pour mieux représenter les

courbes de survie non linéaires. L'équation de ce modele est donnée par :

Ou:
N: Nombre de bactéries survivantes aprés un temps tt.
NO: Nombre initial de bactéries.
t: Temps de traitement.

o: Parametre de temps caractéristique, similaire a la valeur D mais spécifique au

modele de Weibull.

p: Paramétre de forme, décrivant la courbure de la courbe de survie (si p>1p>1, la

courbe est convexe ; si p<1p<1, la courbe est concave).

Log (N/No) représente la réduction logarithmique du nombre de bactéries au cours du temps.
—(t/0) P représente la forme de la courbe de survie. Le paramétre (8) indique le temps
caractéristique de réduction, et le parametre (p) introduit une variabilité dans la courbure,

permettant de mieux représenter la réalité des processus d'inactivation.
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Ces deux modeles sont essentiels pour comprendre l'efficacité des traitements
thermiques et par micro-ondes utilisés dans cette étude. En ajustant les résultats
expérimentaux a ces modeles, nous pouvons obtenir des informations détaillées sur les
paramétres d'inactivation des bactéries, ce qui est crucial pour optimiser les processus de

reconstitution des laits infantiles et garantir une sécurité microbiologique maximale.

2.2.Modélisation Secondaire

Apres avoir ajusté les résultats expérimentaux aux modeles de destruction
logarithmique et de Weibull modifié pour obtenir les paramétres d'inactivation primaires,
nous avons poursuivi notre analyse en utilisant la modélisation secondaire. L'objectif de
cette phase est d'étudier I'effet de la température et du pH sur les paramétres d'inactivation

obtenus de la modélisation primaire.

Pour évaluer I'influence de la température et du pH sur les parametres d'inactivation,

nous avons utilisé deux modeles :
2.2.1. Modele de Rosso

Le modeéle de Rosso permet de décrire I'influence de la température et du pH sur les
parametres primaires de croissance ou d'inactivation. Ce modele est basé sur I'équation de

la température cardinale et peut étre exprimé comme sulit :

J(TPH) - dAupnt : T(T) ’F(PHJ'

Ou:
d(T, pH): Taux de croissance spécifique en fonction de la température et du pH.
dopt: Taux de croissance spécifique optimal.
T: Température actuelle.

Tmin : Température minimale de croissance.
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Topt: Température optimale de croissance.
Tmax: Température maximale de croissance.
n et m : Coefficients d'ajustement.

Ce modele peut étre adapté pour inclure I'effet du pH en ajoutant des termes similaires

pour le pH minimum, optimal et maximum.
2.2.2. Modele Lambda Concept Modifié par Mafart

Le modele Lambda Concept, dérivé du Gamma Concept de Zwietering et modifié par
Mafart, est utilisé pour décrire I'effet combiné de plusieurs facteurs environnementaux,

comme la température et le pH, sur les paramétres d'inactivation.

L'équation peut étre écrite comme suit :

hl ho h3 hl
> _® . l—jm lu_h,_‘—l - . PII_pIImm lexn.u_PII
O(T,pH) = dopt (J;,:,I—'z;,.m) (l;xm—z:.,.() ( lgplin | \ 2o

Ou:
d (T,pH): Paramétre d'inactivation en fonction de la température et du pH.
dopt - Parametre d'inactivation optimal.
AT: Facteur gamma pour la température.
A pH: Facteur gamma pour le pH.

Ces modeles nous permettent de quantifier et de prédire lI'influence de la température
et du pH sur les parameétres d'inactivation des souches de Bacillus étudiées. En combinant
les données expérimentales avec ces modeles, nous obtenons une meilleure
compréhension des conditions optimales pour l'inactivation bactérienne et pouvons ainsi

améliorer la sécurité des laits infantiles reconstitués.
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2.3.Evaluation des Modgles par Critéres Statistiques

Dans cette section, plusieurs critéres statistiques ont €té pris en compte pour comparer
et vérifier la meilleure représentation de nos résultats obtenus par les modéles de
destruction microbienne. Parmi les critéres utilisés, nous avons principalement utilisé le

RMSE (Root Mean Square Error) et le coefficient de détermination R?.

En utilisant le RMSE et R? nous pouvons évaluer la capacité des modéles de
destruction microbienne a ajuster nos données expérimentales, ce qui renforce la fiabilité
de nos prédictions quant a l'inactivation des souches de Bacillus dans les conditions
étudiées. Ces critéres nous permettent ainsi de sélectionner le modeéle le plus approprié
pour décrire et prédire le comportement de Bacillus dans les produits alimentaires,

notamment les laits infantiles.
2.3.1. Root Mean Square Error (RMSE)

Le RMSE est une mesure de I'écart moyen entre les valeurs prédites par le modele et
les valeurs observées dans les données expérimentales. 1l est calculé comme la racine
carrée de la moyenne des carrés des écarts entre les valeurs prédites et les valeurs
observées. Un RMSE plus faible indique que le modele prédit les données expérimentales

avec une précision plus élevée.
2.3.2. Coefficient de Détermination (R>)

Le coefficient de détermination R?> mesure la proportion de la variance totale des
données qui est expliquée par le modéle. Un R? proche de 1 indique que le modéle
explique une grande partie de la variance des données observées, tandis qu'un R? proche

de 0 signifie que le modéle ne parvient pas a expliquer les variations observées.
3. Etude du potentiel des Souches de Bacillus & Former le Biofilm

Cette partie vise a évaluer la capacité des souches de Bacillus a former des biofilms,
une caractéristique cruciale dans leur pathogénicité et leur résistance aux conditions
environnementales et aux traitements. Les méthodes utilisées permettent une

quantification précise et une comparaison entre les conditions de croissance, contribuant
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ainsi a une meilleure compréhension de la dynamique de formation de biofilm chez ces

bactéries.

3.1.Méthode de Quantification sur des Microplaques (96 Puits)
3.1.1. Forme Végétative

Les souches ont été cultivées dans des tubes contenant 10 ml de BHIB et incubées
pendant 24 heures & 37°C. Les cultures ont été ensuite inoculées a raison de 200 pL dans
des puits de microplaques (souches E1 aux puits 1 et 2, puits 4 et 5 pour E2, puits 7 et 8
pour E3, et puits 10 et 11 pour E4, avec des puits vides alternés). De méme, les souches
ont été cultivées dans du lait stérile (autoclave) et inoculées dans d'autres puits, avec un

contréle dans des puits contenant uniquement BHIB stérile ou du lait stérile.
3.1.2. Forme Sporulante

Les spores des souches ont été ensemencées dans des tubes contenant BHIB stérile ou
de I'eau physiologique stérile, puis inoculées dans les puits de microplagues comme décrit
précédemment. Une autre série de puits a été inoculée avec des spores dans du lait stérile
ou BHIB stérile.

Les microplaques ont été incubées a 30°C pendant 24 heures. Apres incubation, la
suspension bactérienne a été aspirée, les puits ont été lavés avec de I'eau distillée pour
éliminer les cellules planctoniques, puis sechés a température ambiante sur du papier
absorbant. Les puits ont ensuite été colorés avec une solution de cristal violet a 1%
pendant 15 minutes, suivie de lavages a l'eau distillée et d'une exposition a de I'éthanol a
70% pendant 10 minutes pour fixer le colorant. Aprés évaporation de I'éthanol, les
bactéries colorées ont été solubilisées avec de I'éthanol a 95% et la densité optique (DO) a
été mesurée a 595 nm a laide d'un lecteur de microplaques. Les valeurs de DO

représentent I'indice des bactéries formant des biofilms sur la surface des puits.
3.2.Détection par la Méthode de Rouge Congo Agar

Cette méthode qualitative permet de visualiser les biofilms par leur capacité a colorer
la gélose, indiquant ainsi la présence et I'étendue du biofilm formé. Le milieu a été préparé
en ajoutant 0,08 g de Rouge Congo, 5 g de saccharose, 3,7 g de BHIB et 1 g d'agar dans

100 ml d'eau distillée. Les cultures de 24 heures des souches sur BHIB ont été
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ensemencées sur cette gelose autoclavée en utilisant une pipette pasteur par des striures.

Les plaques ont été incubées a 30°C pendant 48 heures.

Figure n°12 : détection de biofilm sur forme végétative et sporulant

4. Etude de la Formation de Biofilm sur Surfaces en PTFE et Silicone

Cette partie vise a évaluer l'efficacité des méthodes de nettoyage domestique
couramment utilisées pour réduire la formation de biofilm sur les surfaces de PTFE et de
silicone. Les biofilms qui peuvent se former sur les surfaces et résister aux methodes de
nettoyage traditionnelles, constituant ainsi un risque potentiel pour la contamination des
aliments et la santé des nourrissons.

Le choix des matériaux, notamment le PTFE (polytétrafluoroéthylene) et le
silicone, n'est pas fortuit, mais plutdt délibéré en raison de leur utilisation répandue dans la
fabrication des biberons et d'autres équipements liés a I'alimentation des nourrissons.

Le PTFE est un polymere fluoré connu pour ses propriétés antiadhésives et sa
résistance a la chaleur, ce qui le rend idéal pour les applications ou une faible friction et
une haute résistance chimique sont nécessaires. Il est largement utilisé dans l'industrie
alimentaire pour ses caractéristiques inertes et sa capacité a résister aux températures
éleveées.

Le silicone, quant a lui, est un polymere synthétique flexible et résistant a la
chaleur, souvent utilisé pour sa durabilité, sa transparence et son absence d'odeur ou de

goat. Il est également non réactif et facile a nettoyer, ce qui en fait un choix populaire
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pour les articles qui entrent en contact avec les aliments et les liquides, y compris les
biberons.

En sélectionnant le PTFE et le silicone comme substrats d'étude, cette partie vise a
simuler les conditions réelles d'utilisation des biberons et autres équipements, tout en
évaluant I'efficacité des pratiques de nettoyage domestique pour maintenir des surfaces
propres et stres pour les nourrissons.
4.1.Préparation et Stérilisation des Surfaces

Avant leur utilisation, des coupons de PTFE et de silicone (2 cm x 1 cm) ont été
préparés en les trempant pendant 2 heures dans de I'éthanol a 70%. Les coupons ont
ensuite été lavés trois fois avec de l'eau distillée stérile, séchés et stérilises a l'autoclave
(Greetje A.A. Castelijn.,2013)

4.2.Dénombrement du Biofilm Adhéré sur les Coupons de PTFE et Silicone

Dans cette partie de I'étude, nous avons cherché a évaluer la capacité des souches
bactériennes a former des biofilms sur des surfaces de PTFE et de silicone, simulant ainsi
les conditions de contamination potentielles sur les surfaces de biberons.
4.2.1. Culture des Souches

Des cultures jeunes de quatre souches ont été préparées dans 10 ml de BHIB. Pour
chaque souche, 5 ml de ces cultures ont été utilisés pour contaminer deux tubes de lait
stérile, un avec des coupons de silicone et l'autre avec des coupons de PTFE. Les tubes ont
été incubés a 30°C pendant un temps spécifie.
4.2.2. Détachement du Biofilm

Aprés incubation, les coupons ont été retirés des tubes et placés dans des tubes
contenant 10 ml de BHIB stérile. Les tubes ont ensuite été placés dans un bain a ultrasons
pendant 3 minutes a vitesse maximale pour détacher le biofilm adhérent. Une série de
dilutions décimales jusqu'a 1074 a été réalisée, et 100 pl des dilutions ont été
ensemencées en surface sur milieu GN. Les boites ont été incubées a 30°C pendant 24

heures pour permettre la croissance des bactéries.
4.3.Méthode d’AFM (Microscopie a Force Atomique)

Cette partie a été réalisé dans le centre CRAPC Laghouat. Pour évaluer I'efficacité

des méthodes de nettoyage et de désinfection utilisées couramment par les mamans pour
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nettoyer les biberons, nous avons également mesure la rugosité des surfaces de PTFE et de
silicone avant et apres traitement.
4.3.1. Préparation des Coupons

Les colonies des souches E1 et E2 ont été ensemencées dans 10 ml de BHIB et
incubées a 37°C pendant 24 heures. Apres incubation, des coupons stériles de PTFE et de
silicone ont été insérés dans des tubes contenant BHIB, un pour chaque type de surface
(PTFE et silicone) par souche. Les tubes ont été incubés a 30°C pendant 24 heures.

4.3.2. Traitement des Surfaces :

Apres incubation, une surface de PTFE et de silicone dans chaque groupe a été
traitée avec de I'hypochlorite de sodium(Bref) 13°dilué (10 ml de javel dans 90 ml d'eau
distillée) pendant 5 minutes sans action mécanique pour simuler le nettoyage courant
effectué par les mamans sur les biberons. Les autres surfaces de PTFE et de silicone sont
restées sans traitement.

4.3.3. Mesure de la Rugosite :

A T'aide du microscope & force atomique (AFM), la rugosité de toutes les surfaces
a été mesurée avant et apres le traitement a I'hypochlorite de sodium. Cette méthode
permet d'évaluer les modifications de la structure de surface dues au biofilm ainsi que

I'efficacité du traitement de nettoyage appliqué.

5. Analyse Statistique

Cette étude inclut une analyse statistique rigoureuse visant a évaluer divers aspects
souleveés dans cette étude. Cette partie vise a évaluer les effets des traitements thermiques
et des microondes sur les souches de Bacillus dans le lait infantile. L'étude integre une
comparaison statistique approfondie a l'aide d’ANOVA one-way pour les modeéles
primaires, du test de Tukey pour les comparaisons multiples, et dANOVA two-way pour
évaluer I'amplitude des effets des variables indépendantes. Les logiciels GraphPad Prism
8.0.2 et Excel 2016 ont été utilisés pour analyser les données statistiques et pour générer

les différentes courbes y compris celles du modeéle Weibull.
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Résultats et discussion



1. Modilisation de I’inactivation des bacillus

1.1. Traitement par microonde (MW)

Apres le traitement par micro-ondes, nous avons effectué des tests sur du lait infantile inoculé
avec quatre souches de Bacillus sous forme végétative. Nous avons ensuite modélisé les
résultats du dénombrement des bactéries en utilisant des modeles logarithmiques et des
modeles de Weibull. Ces modéles nous ont permis de mieux comprendre la destruction de

Bacillus par le traitement micro-ondes.

Pour évaluer l'efficacité du traitement, nous avons également réalisé un test de Tukey. Ces
modeéles et analyses sont essentiels pour comprendre [l'efficacité des traitements sur
I'inactivation de Bacillus. En utilisant ces méthodes, nous pouvons optimiser les conditions de

traitement pour garantir la sécurité et la qualité du lait infantile.

Microwave T°C

200w

400W

T°C
a1
T

700W

1000W

RO L

1200W

temps (s)

Figure n°13 : Courbe de température de chaque puissance de la microonde en fonction de temps.
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Ce graphique illustre I'évolution de la température (en °C) en fonction du temps (en secondes)
pour différentes puissances d'un four a micro-ondes. On observe que plus la puissance du

micro-ondes est elevée, plus la température augmente rapidement.

Les niveaux de puissance élevés (700 W, 1000 W et 1200 W) montrent une augmentation
rapide de la température en un laps de temps court, comparé aux puissances plus basses
comme 200 W et 400 W. Cela démontre clairement I'impact significatif de la puissance sur le

processus de chauffage par micro-ondes.

L'analyse de l'effet de la puissance révele que des niveaux plus élevés entrainent non
seulement une augmentation plus rapide de la température, mais aussi une élévation plus
marquée de celle-ci. Ce phénomene est crucial dans les applications ou la rapidité et I'intensité

du chauffage sont essentielles.

En outre, le temps de traitement joue un réle crucial dans l'efficacité globale du processus.
Une durée prolongeée de traitement favorise une efficacité accrue, permettant une diffusion et

une homogeéneisation thermique optimales.

1.1.1. Modele logarithmique
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Figure n°14 : les courbes de Modeéle logarithmique de la destruction des souches E1 et E2 dans traitement
par MW sur différente puissance.
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Figure n°15 : les courbes de Modéle logarithmique de la destruction des souches E3 et E4 dans
traitement par MW sur différente puissance.
Les courbes logarithmiques log N(t) en fonction du temps pour les quatre souches a
différentes puissances de traitement montrent des variations significatives. Les valeurs
initiales de No pour les souches sont les suivantes : E1 (4,43 log ufc/g), E2 (4,67 log ufc/g),
E3 (4,49 log ufc/g), et E4 (4,77 log ufc/g). A des puissances de traitement de 700 W, la
température varie de 81°C a 89°C, de 80°C a 95°C pour 1000 W, et de 89°C a 96°C pour
1200 W, toutes ces conditions entrainant une diminution de nO pour toutes les souches apres

60 secondes.

En revanche, a 200 W (température de 42°C a 54°C) et a 400 W (température de 43°C a
52°C) pendant 60 secondes, on observe une diminution initiale de No trés faible pour toutes

les souches.
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Des études similaires ont été menées sur des préparations pour nourrissons, impliquant divers
micro-organismes comme Cronobacter sakazakii. Koenig et Daschner (1996) ont évalué
I'effet du chauffage par micro-ondes sur l'inactivation de plusieurs micro-organismes tels que
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Candida albicans, Cronobacter sakazakii, et Mycobacterium, dans des préparations de lait
pour nourrissons. lls ont démontré une diminution significative de la population microbienne

apres traitement par micro-ondes, soulignant ainsi I'efficacité de cette méthode.

D'autres recherches ont examiné I'efficacité de différents paramétres de micro-ondes (de 400 a
900 W, variant de 0 a 120 secondes) pour l'inactivation de C. sakazakii dans des préparations
pour nourrissons reconstituées. Ces études ont révélé que des puissances comprises entre 800
et 900 W permettaient de réduire la population initiale de C. sakazakii a des niveaux

indétectables (>8 cycles logarithmiques).

Dans le cas de notre étude, il est important de noter qu'il serait trés difficile d'atteindre des

taux élevés de réduction, en raison de la résistance significative des souches de Bacillus

étudiees.

95% Confidence Intervals (Tukey) 95% Confidence Intervals (Tukey)
1000W - 1200W- F—e—o e Column means diff. 1000w - 1200w ——i o Column means diff.
700W - 1200W- D —— 700W - 1200W ————
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400W - 1200W- L 400W - 1200W ——
400W - 1000W- —— 400W - 1000W ——
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Figure n® 16: test tukey de comparaison multiple entre les puissances dans les souches E1 et E2.
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Figure n°17 : test tukey de comparaison multiple entre les puissances dans les souches E3 et E4.

Aprés avoir effectué une analyse de variance (ANOVA) suivie d'un test de Tukey pour
comparer les différences minimales entre les puissances pour toutes les souches de Bacillus

(E1, E2, E3, E4), les résultats indiquent ce qui suit :

Pour les comparaisons entre les intensités de 200 W avec 400 W d'une part, et de 1000 W
avec 1200 W dautre part, il n'y a pas de différence significative car les moyennes sont
superposées. En revanche, entre les intensites de 200 W avec 700 W, 200 W avec 1000 W, et
200 W avec 1200 W, ainsi qu'entre 400 W avec 700 W, 400 W avec 1000 W, et 400 W avec
1200 W, et enfin entre 700 W avec 1000 W et 700 W avec 1200 W, il existe une différence

significative car les moyennes difféerent de maniere notable.

Ces résultats s'interpretent de la maniere suivante : lorsque les moyennes dans la comparaison
multiple entre les intensités se chevauchent, cela indique qu'il n'y a pas de différence
significative entre ces intensités. En revanche, lorsque les moyennes different de maniére

notable, cela dénote une différence significative entre les intensités comparées.

1.1.2. Modéle Weibull :
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Figure n® 18: les courbes de Modéle weibull de la destruction des souches E1 dans traitement par
MW sur différente puissance.
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Figure n°19 : les courbes de Modéle weibull de la destruction des souches E2 dans traitement par
MW sur différente puissance.
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Figure n°20 : les courbes de Modéle weibull de la destruction des souches E3 dans traitement par
MW sur différente puissance.
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Figure n°21 : les courbes de Modéle weibull de la destruction des souches E4 dans traitement par
MW sur différente puissance.

Le modele de Weibull a été utilisée pour modéliser la réduction de la population bactérienne
au fil du temps sous différentes puissances (400 W, 700 W, 1000 W, 1200 W) sur quatre
souches de Bacillus (E1, E2, E3, E4). Les résultats révelent que l'augmentation de la
puissance du micro-ondes entraine une élévation de la température, conduisant a une

réduction de la valeur N pour toutes les souches.

Plus précisément, les traitements a 1000 W température (80°C a 95°C) et 1200W(89°C a
96°C) ont conduit & une inactivation presuge compléte de la valeur N pour les souches E3 et
E4, tandis que les souches E1 et E2 ont montré une résistance notable, avec seulement une
diminution de la population bactérienne observée a ces puissances, ce qui revét une
importance critique dans I'évaluation de la sécurité alimentaire des produits destinés aux

nourrissons.

Il est essentiel de noter que les souches E1 et E2 se sont révélées particulierement résistantes
par rapport aux souches E3 et E4, soulignant ainsi la nécessité d'adapter les paramétres de
traitement en fonction de la résistance spécifique des micro-organismes visés. Cette
distinction met en lumiére I'importance de la gestion efficace des processus de traitement pour

garantir la qualité et la sécurité des produits alimentaires.

Ces observations sont cohérentes avec les conclusions de la littérature scientifique, soulignant

que des niveaux élevés de puissance de micro-ondes sont nécessaires pour garantir une
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inactivation totale des micro-organismes pathogenes, en particulier dans les produits

alimentaires sensibles comme les préparations pour nourrissons.

200W 700W 1200W 200W 700W 1200W
E3 E2

Figure n°22 : des cartes thermique de souche E3 et E4.

En continuité avec notre analyse, les résultats des cartes thermiques (figure n°22) en se
concentrant spécifiqguement sur les souches E2 et E3, montre qu’a une intensité de 200 W, la
présence de la couleur noire indique qu'il n'y a pas d'effet significatif, car la température est
basse et le traitement n'est pas efficace. En revanche, aux intensités comprises entre 700 W et
1200 W, les couleurs rouge et verte indiquent un effet significatif. Ces couleurs signalent que
la température atteinte est élevée et que le traitement est efficace. La couleur verte, en
particulier, représente une zone de sécurité ou les conditions sont tres efficaces,

particulierement a 1200 W.
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Tableau n°2 : la vleur de D et Z et la comparaison entre Rsquare weibull et liniére et entre

RMSE et SY X, & weibull

la R-Square | R-Square | RMSE
souches | puissance D z weibull liniére weibull | Syxliniére & weibull
200w 392.46 0.188 0.114
400w 241.48 0.967 0.368 0.030 0.117 120.43+19.20
El 700w 29.81 37.59 0.986 0.667 0.060 0.511 56.83+1.63
1000w 20.15 0.977 0.811 0.146 0.517 33.95+4.30
1200w 12.58 0.955 0.951 0.442 0.387 9.84+4.83
200w 1589 0.019 0.106
400w 108.6 0.774 0.740 0.134 0.129 91.19428.54
E2 700w 71.34 38.33 0.975 0.902 0.060 0.109 65.2042.62
1000w 39.62 0.998 0.899 0.028 0.199 49.61+0.64
1200w 25.37 0.968 0.934 0.192 0.246 35.45+4.81
200w 41401 0.0001 0.051
400w 189.9 0.945 0.896 0.034 0.042 435.27+245.99
E3 700w 13.62 15.52 0.973 0.783 0.359 0.912 35.673+3.82
1000w 13.23 0.995 0.889 0.136 0.633 30.26+1.69
1200w 11.57 0.941 0.880 0.588 0.752 23.6247.08
200w 1489 0.011 0.120
400w 276.4 0.896 0.133 0.026 0.199 524.13+905
E4 700w 16.41 24.82 0.980 0.756 0.187 0.746 36.66+3.35
1000w 14.46 0.959 0.906 0.341 0.479 18.58+5.92
1200w 11.9 0.973 0.919 0.359 0.538 15.4544.52

Ce tableau récapitulatif présente les valeurs de destruction thermique pour toutes les
souches de Bacillus (E1, E2, E3, E4) sous différentes intensités de micro-ondes (200 W, 400
W, 700 W, 1000 W, 1200 W), ainsi que les coefficients de détermination R2 des modeles de
Weibull et linéaire, le RMSE du modele de Weibull, le SYX du modéle linéaire, et le delta du
modeéle de Weibull. Nous avons comparé ces valeurs pour déterminer le meilleur modéle de
représentation entre le modele de Weibull et le modeéle linéaire logarithmique. Les résultats de

cette comparaison montrent que le modéle de Weibull offre la meilleure représentation.

En effet, le coefficient de détermination R2 pour toutes les souches sous toutes les
intensités (400 W, 700 W, 1000 W, 1200 W) dans le modele de Weibull approche 1,
indiquant une excellente adéquation du modeéle aux données. En revanche, dans le modele
linaire, le R2 est inférieur a 1 pour ces mémes conditions, ce qui indiqgue un moins bon
ajustement du modele linéaire comparé au Weibull. Un R2 proche de 1 dans un modele

indique une meilleure représentation des données observées.
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Egalement pour la comparaison des valeurs RMSE du modéle de Weibull et des valeurs
SYX du modeéle linéaire. Le RMSE pour toutes les souches sous toutes les intensités (400 W,
700 W, 1000 W, 1200 W) dans le modele de Weibull est inférieur aux valeurs SYX du
modéle linéaire pour toutes les souches de Bacillus. Ce faible taux derreur dans la
représentation du modéle de Weibull renforce sa supériorité dans la modélisation des données

observées.

En ce qui concerne la valeur D pour toutes les souches (E1, E2, E3, E4), nous observons
que plus l'intensité de micro-ondes est élevée, plus la température augmente, ce qui conduit a

une diminution de la valeur D.

La valeur Z représente la température nécessaire pour réduire la population de la souche
Bacillus d'un logarithme. Apres calcul, nous obtenons les valeurs suivantes : E1 = 37.59, E2 =
38.33, E3 = 15.52, E4 = 24.82. La souche E2 présente la valeur Z la plus élevée, ce qui
indique une plus grande résistance a la temperature par rapport aux autres souches (E1, E3,
E4). Cela signifie que la température doit étre plus élevée pour atteindre une réduction d'une

unité logarithmique des valeurs n pour la souche E2.

Pour illustrer la diminution des populations des souches Bacillus en fonction du temps de
traitement, nous calculons les réductions prévues pour chaque souche sous les intensités
spécifiées. Par exemple, a une intensité de 1000 W pendant 60 secondes, nous prévoyons une
réduction de 2.94 log ufc pour la souche E1, 1.51 log ufc pour la souche E2, 4.53 log ufc pour

la souche E3, et 4.14 log ufc pour la souche E4, en utilisant les valeurs de D et Z calculées.

1.2.Effet de la température et du pH sur inactivation par microondes

D’aprés les figures n° (23,24,25,26) et aprés avoir utilisé le test de Tukey pour comparer les
différences multiples entre le pH et la température, ainsi que le pH avec différentes intensites
de micro-ondes, dans toutes les souches E1, E2, E3, E4, plusieurs observations significatives
sont faites. Il n'y a pas de différence significative entre le pH a 1000 W et la température a
1200 W, ni entre la température a 1000 W et le pH a 1000 W, ni entre le pH a 700 W et le pH
a 1000 W, car les moyens statistiques ne différent pas de maniere significative. En revanche,
il y a une différence significative entre la température a 700 W et la température a 1200 W,
entre la température a 700 W et le pH a 700 W, ainsi qu'entre le pH a 1000 W et la

température a 1000 W, car les moyens statistiques different significativement.
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Figure n°23 : Effet de la température et PH sur I’inactivation de la souche E1 avec test tukey
de comparaison multiple entre les deux effets en fonction du temps
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lamda effect MW E2
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Figure n°24 : Effet de la température et PH sur I’inactivation de la souche E2 avec test tukey
de comparaison multiple entre les deux effets en fonction du temps.
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lamda effect MW E3
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Figure n°25 : Effet de la température et PH sur I’inactivation de la souche E13avec test tukey
de comparaison multiple entre les deux effets en fonction du temps.
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lamda effect MW E4
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Figure n°26 : Effet de la température et PH sur I’inactivation de la souche E4 avec test tukey
de comparaison multiple entre les deux effets en fonction du temps.

La durée du traitement par micro-ondes joue un rdle crucial : une durée de 30 a 60 secondes
montre un effet significatif sur les souches Bacillus en raison de l'augmentation de la
température. En comparaison, une durée de 10 a 30 secondes produit des effets moins

prononces.
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L'effet du pH est étroitement lié & la température : son augmentation entraine la dégradation
des composants du lait, tels que les protéines en acides aminés, ce qui éleve la valeur du pH.
Cela peut influencer l'activité des micro-organismes, y compris les Bacillus, en modifiant leur

environnement et leur capacité a survivre.

La valeur de lambda (A), qui mesure l'effet de la température, est un indicateur de son
efficacité dans l'inactivation des micro-organismes. Plus A est proche de 1, plus la température
est efficace pour l'inactivation des Bacillus. De méme, la valeur de A pour l'effet du pH
indique son efficacité dans I'inactivation : plus A est proche de 1, plus le pH est efficace pour

influencer l'inactivation des micro-organismes.

Sur le plan microbiologique, I'analyse des effets de la température et du pH sur l'inactivation
des Bacillus révéle des conclusions importantes. L'impact de la température se distingue
nettement de celui du pH, montrant que des tempeératures elevées sont cruciales pour
efficacement inactiver les micro-organismes comme les Bacillus. La température élevée agit
en altérant les structures cellulaires des micro-organismes, affectant leur viabilité et leur

capacite a proliférer.

En contraste, bien que le pH joue également un réle dans I'environnement microbien, son effet
sur l'inactivation des Bacillus est moins prononcé que celui de la température. Les variations
de pH peuvent influencer la stabilité des protéines et dautres composants nutritifs du lait,
mais leur impact direct sur la viabilité des micro-organismes est moindre comparé a la chaleur

thermique.

Ces reésultats soulignent la nécessité critique de controler précisément les paramétres de
température lors de l'utilisation des micro-ondes pour chauffer le lait. Bien que les micro-
ondes soient souvent utilisées par les parents pour chauffer le lait maternel ou infantile, il est
important de noter que l'efficacité de cette méthode dépend de la température atteinte pendant
le processus. Les températures optimales doivent étre maintenues pour garantir une
inactivation efficace des micro-organismes pathogenes sans compromettre la qualité

nutritionnelle du lait.

En conclusion, l'utilisation des micro-ondes doit étre considérée uniqguement comme un
moyen de réchauffement, mais non plus comme une méthode potentiellement efficace pour
traiter thermiquement le lait et assurer sa sécurité microbiologique dans les intervalles de

temps généralement utilisés (entre 10 et 30s).
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1.3. Traitement par I’eau bouillante (HM):

Apres traitement par I'eau bouillante, appliqué sur du lait infantile inoculé avec quatre souches
de Bacillus sous forme sporulée, nous avons effectué une modélisation des résultats de
dénombrement. Nous avons utilisé le modéle logarithmique ainsi que le modele de Weibull
pour mieux comprendre la destruction des spores de Bacillus par ce traitement. De plus, nous
avons employé le test de Tukey pour analyser statistiquement les différences entre les

résultats obtenus.
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Figure n°27 : Courbe de I’effet de la température du lait sur I’inactivation des quatre souches
de Bacillus testées en fonction du temps.

La courbe de la température du lait et du logarithme du nombre de colonies (log N) en
fonction du temps, selon la deuxieme méthode, a révelé des tendances intéressantes. Lorsque
la température du lait diminue de 100°C a to a 75°C en 15 minutes, on observe une réduction
significative du nombre de colonies pour toutes les souches étudiées. Les résultats de notre
étude concordent avec les données de la littérature qui montrent que des températures élevéees
combinées a une réduction rapide de la température peuvent entrainer une inactivation

substantielle des spores.
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A to, les valeurs de log N pour les souches inoculées étaient les suivantes : E1 : 7,4 log UFC,
E2 : 7,50 log UFC, E3: 7,50 log UFC, et E4 : 7,55 log UFC. Ces valeurs initiales indiquent
une charge bactérienne élevée, typique des spores de Bacillus en phase de dormance. La
diminution observée des valeurs log N apres traitement thermique est cohérente avec le
modele de destruction thermique des spores, ou la survie des spores diminue
exponentiellement avec l'augmentation de la température et le temps d'exposition. Des études
antérieures ont montré que le modele de Weibull est particulierement adapté pour décrire la
résistance thermique des spores de Bacillus, offrant une meilleure compréhension des

meécanismes de destruction comparé aux modeéles linéaires simples.

Ces résultats contribuent a la compréhension globale de I'inactivation des spores de Bacillus
par traitement thermique et fournissent des bases solides pour I'amélioration des procedés de
stérilisation du lait infantile. 11 est également intéressant de noter que cette méthode de
traitement par l'eau bouillante a été utilisée depuis longtemps par les méres dans la
préparation du lait infantile. Avant lI'apparition des fours a micro-ondes, c'était probablement

la seule méthode disponible pour chauffer et stériliser le lait.
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Figure n°28 : Les courbes du modele logarithmique et du modele Weibull en fonction de
temps dans traitement par méthode HM appliqué sur la souche E1.

52



8.50
8.00
7.50
7.00

Log10(N)

6.50
6.00
5.50

0.

G

00 5.00 10.00 15.00 20.00
Time

O Measured Identified

5.5|||||||||||||||||
0 5 10 15

Temps (min)

Figure n°29 : Les courbes du modele logarithmique et du modele Weibull en fonction de
temps dans traitement par meéthode HM appliqué sur la souche E2.
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Figure n°30 : Les courbes du modele logarithmique et du modele Weibull en fonction de
temps dans traitement par méthode HM appliqué sur la souche E3.
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Figure n°31 : Les courbes du modeéle logarithmique et du modele Weibull en fonction de
temps dans traitement par meéthode HM appliqué sur la souche E4.
Les résultats des modeles de Weibull et logarithmique que nous avons utilisés dans la
deuxiéme méthode HM montrent une diminution progressive de No pour toutes les souches de
Bacillus au fil du temps. Les valeurs initiales de No étaient les suivantes : E1 : 7,40 log
UFC/g, E2 : 7,50 log UFC/g, E2 : 7,50 log UFC/g, et E4 : 7,55 log UFC/g. La valeur
résiduelle de N apres traitement thermique représente la dose de bactéries ingérées par

I'enfant.

Une des maniéres les plus simples de prévenir la réplication de Bacillus est de controler les
températures lors de la préparation des aliments. Différentes méthodes de cuisson permettent
la destruction des cellules végétatives et des spores, telles que la cuisson a la vapeur, le
rétissage, la friture ou le grillage. Cependant, le traitement a des températures en dessous de

100°C permet la survie des spores (Tirloni et al., 2022).

Historiquement, les méres faisaient bouillir I'eau et le lait pour assurer la destruction des
agents pathogenes, une pratique essentielle dans des environnements ou les risques
microbiologiques étaient élevés. Cette méthode, bien que simple, est basée sur des principes
scientifiques solides de thermodynamique et de microbiologie, ou I'application de chaleur est

utilisée pour inactiver les micro-organismes indésirables.

Les études sur la sécurité alimentaire et la microbiologie ont souvent confirmé l'efficacité de

I'ébullition pour éliminer les spores et les bactéries, ce qui explique pourquoi cette méthode a
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perduré dans le temps. L'absence de technologies modernes de chauffage, comme les micro-
ondes, a rendu I'ébullition non seulement une pratique courante mais aussi une nécessité pour

la préparation sire du lait infantile.

Tableau n°3 : la comparaison entre Rsquare weibull et liniére et entre RMSE et SYX, &

weibull
RMSE R square R square
les souches |  weibull sxy liniére weibull liniére & weibull D liniére
El 0.085 0.403 0.994 0.753 0.56 +0.71 07.95
E2 0.072 0.270 0.270 0.644 12.63+ 14.14 15.26
E3 0.134 0.292 0.949 0.624 13+ 05.1 14.53
E4 0.208 0.329 0.935 0.701 5.42 + 3.96 11.08

Ce tableau présente les valeurs D pour toutes les souches de Bacillus (E1, E2, E3, E4), les
valeurs de R carré (R?) du modele de Weibull et du modele linéaire, les valeurs de l'erreur
quadratique moyenne (RMSE) du modele de Weibull, ainsi que les valeurs de l'erreur
standard de l'estimation (syx) du modele linéaire, et enfin, les valeurs de Delta pour le modéle
de Weibull. Nous avons effectué une analyse comparative entre ces valeurs pour déterminer

quelle modélisation représente le mieux les données.

Pour évaluer la meilleure représentation entre ces deux modeles, nous avons examiné les
résultats des coefficients de détermination (R?). Le modele de Weibull a montré une meilleure
représentation avec des valeurs de RZ proches de 1 pour toutes les souches, sauf pour la
souche E2 ou le coefficient de détermination a montré une corrélation plus faible. Cela
suggere que le modele de Weibull explique bien la variance des données pour les souches E1,
E3, et E4, mais moins efficacement pour la souche E2. En revanche, le R? pour les mémes
souches dans le modeéle linéaire était inférieur a 1, indiquant une moins bonne adéquation du
modeéle linéaire aux données. Plus la valeur de R2 est proche de 1, meilleure est la
représentation du modele, car cela indique une plus grande proportion de la variance des

données expliquée par le modeéle.

Nous avons également interprété la comparaison entre les valeurs de RMSE du modéle de
Weibull et les valeurs de syx du modéle linéaire. Toutes les valeurs de RMSE pour les
souches du modeéle de Weibull étaient inférieures a toutes les valeurs de syx du modele
linéaire pour les mémes souches de Bacillus. Le RMSE et syx sont des mesures de la

précision prédictive des modeles, représentant I'écart-type des résidus (différences entre les
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valeurs observées et prédites). Des valeurs plus faibles de RMSE et syx indiquent une
meilleure adéquation du modéle aux données, avec des erreurs de prédiction plus faibles. Cela
indique que le modele de Weibull présente une meilleure précision prédictive et un ajustement

supérieur aux données expérimentales par rapport au modeéle linéaire.

Ainsi, les résultats montrent que le modele de Weibull offre une meilleure adéquation pour
décrire la destruction des spores de Bacillus dans le lait infantile, en raison de ses faibles taux
derreur (RMSE) et de ses valeurs élevées de R2, a l'exception de la souche E2. Cette
conclusion est cruciale pour optimiser les méthodes de traitement thermique du lait infantile,
garantissant une meilleure sécurité microbiologique tout en préservant la qualité nutritionnelle
du lait.

Pour calculer la réduction en log UFC aprés 15 minutes de traitement a 100°C, nous utilisons
la valeur D et & pour chaque souche. Les reductions en log UFC montrent que, aprés 15
minutes de traitement a 100°C, les spores de Bacillus sont réduites de : 1.886 log UFC pour la
souche E1, 0.983 log UFC pour la souche E2, 1.032 log UFC pour la souche E3 et 1.354 log
UFC pour la souche E4.

Les taux de réduction montrent qu’aprés 15 minutes de traitement a 100°C, la souche E1 a le
taux de réduction le plus élevé, suivi des souches E4, E3, et E2. La souche E2 montre la plus
grande résistance au traitement thermique, avec une réduction totale de seulement 9.6 fois,
indiquant que des traitements supplémentaires ou des conditions de traitement plus strictes

pourraient étre nécessaires pour atteindre une réduction suffisante de cette souche spécifique.
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1.4, Effet de la température et du pH sur I’inactivation par I’eau bouillante
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Figure n°32 : Courbe de I’effet de la température et du pH sur I’inactivation des quatre souches de
Bacillus par la méthode de préparation par 1’eau bouillante.

Dans cette étude, nous avons tenté de simuler les conditions réelles rencontrées par les meres
dans les pratiques de préparation du lait infantile en utilisant la méthode de reconstitution par
I'eau bouillante. Ce graphique illustre la modélisation de I'effet combiné de la température et

du pH en fonction du temps sur l'inactivation de Bacillus.

La température du lait augmente initialement avant de diminuer progressivement au fil du
temps, entrainant une réduction logarithmique (log UFC) des concentrations de Bacillus,
indiquant leur inactivation. Les souches E4 et E1 montrent une diminution plus rapide,
suggerant que la température est plus efficace pour inactiver ces souches comparativement

aux souches E2 et E3.

L'augmentation de la température du lait provoque également une élévation du pH, bien que
I'effet de la température sur l'inactivation de Bacillus soit plus prononcé que celui du pH.
L'efficacité des traitements thermiques est caractérisée par un couple temps/température

optimal, qui varie en fonction du type de produit et des microorganismes cibles.
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Les deux principaux traitements thermiques sont la pasteurisation et la stérilisation. La
pasteurisation, qui se déroule a des températures comprises entre 65°C et 100°C, permet
I'élimination des formes végétatives des microorganismes. En revanche, la stérilisation,
effectuée a des températures entre 100°C et 120°C, permet d'éliminer a la fois les formes

végétatives et sporulées des microorganismes (Jeantet et al., 2006; Boumendjel, 2011).

I'analyse montre que la température joue un réle crucial dans l'inactivation des spores de
Bacillus, avec une efficacité variable selon les souches. Les souches E4 et E1 sont plus
sensibles aux traitements thermiques, tandis que les souches E2 et E3 montrent une résistance
accrue. Ces résultats soulignent I'importance de sélectionner des conditions de traitement
thermique appropriées pour garantir la sécurité microbiologique des produits laitiers, en

tenant compte des caractéristiques spécifiques des souches présentes.

1.5.Comparaison des Méthodes de Préparation du Lait Infantile (MW et HM)

En comparant I'efficacité des methodes de préparation du lait infantile par micro-ondes et par
ébullition, des différences notables sont observées. La méthode de reconstitution par l'eau
bouillante a montré une efficacité remarquable contre les formes végétatives testées de toutes
les souches de Bacillus. Aucune croissance n'a été observée sur les boites de Pétri, ce qui
indique une elimination compléte des formes végétatives par cette méthode. Cette observation
est corroborée par les valeurs élevées de réduction en log UFC obtenues aprés traitement

thermique.

D'autre part, l'utilisation des micro-ondes pour la préparation du lait infantile peut présenter
des défis en termes de distribution uniforme de la chaleur. Les micro-ondes peuvent ne pas
chauffer uniformément, créant des zones froides ou des spores et des formes végétatives
peuvent survivre. Cette inhomogénéité peut réduire l'efficacité globale de la stérilisation,

mettant en péril la sécurité microbiologique du lait.

Cependant, pour les formes sporulantes, les deux méthodes se révelent limitées pour un
traitement adéquat. En extrapolant ces résultats vers la réalité, I'étude de Mezian et al. (2022)
a trouvé une concentration moyenne de la flore sporulée de 3.81 log UFC/mI dans le lait
infantile. Nos résultats indiquent qu'au moins 2 log UFC/ml de spores pourraient rester dans
le lait apres traitement par €bullition, ce qui confirme nos doutes initiaux sur le r6le potentiel

des spores de Bacillus comme contaminants significatifs de la microbiote intestinale des

58



bébés. Ces spores résiduelles peuvent provoquer des déséquilibres dans cette flore, posant

ainsi des risques pour la santé intestinale des nourrissons.

En conclusion de cette partie, bien que les micro-ondes offrent une commodité moderne, la
méthode traditionnelle de reconstitution par I'eau bouillante prouve son efficacité supérieure
en termes de réduction des formes végétatives de Bacillus. Néanmoins, des limitations
subsistent pour les formes sporulantes avec les deux méthodes de traitement thermique. Il est
donc crucial de développer et d'adopter des nouvelles recommendations plus efficaces pour
garantir la sécurité microbiologique du lait infantile et prévenir les risques de contamination

par Bacillus.

2. Etude du potentiel des Souches de Bacillus & Former le Biofilm

2.1.Méthode de Quantification sur des Microplaques (96 Puits)

Dans cette étude, nous voulons simuler les milieux réels de croissance. Pour cela, nous avons
utilisé le lait comme milieu de culture et le BHI (Bouillon de Cceur-Cerveau) pour les formes

vegeétatives, ainsi que le lait, le BHI et I'eau physiologique pour les formes sporulantes.

Le violet de cristal (CV) est un colorant qui se fixe sur les polysaccharides du peptidoglycane
et colore sans distinction toutes les biomasses, incluant les cellules vivantes ou mortes ainsi
que la matrice composée de substances polymeriques extracellulaires du biofilm bactérien. Ce
colorant rend ce test utile pour estimer la réponse globale en mode biofilm d’un isolat. Grace
a cette méthode, une souche peut étre classée comme non formatrice, faiblement formatrice,

moyennement formatrice ou fortement formatrice de biofilm (Metzler, 2016).

La bactérie adhere initialement a une surface de polystyréne (plaque a 96 puits), se multiplie
et produit un biofilm bactérien. Le violet de cristal colore les structures polysaccharidiques
des bactéries incluses dans le biofilm ainsi que les bactéries sous forme planctonique. Un
lavage a I’eau distillée permet d’éliminer I’excés de colorant ainsi que les bactéries
planctoniques. L'intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de biofilm
produite. Une mesure de la densité optique (DO) permet d’obtenir une évaluation quantitative

de la capacité d’une bactérie a produire un biofilm (Vieu, 2014).

DO lue < DonC -

DOnC < DO lue < 2XDOnC +
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2XDOnC < DO lue < 4XDOnC +
DO lue > 4XDOnC ++

Notes : - = Absence ; £ = faible ; + = Modérée ; ++ = Forte ; DOnC : la moyenne des DO des Controéles
négatifs. (Stepanovic et al., 2000)
lait BHIB
El E2 |E3 |E4 |E1 |E2 |E3 |E4
Formation de + + | | |- ++ |- -
biofilm

Le Tableau n°4 : présente les résultats de la densité optique (DO) des quatre souches de
Bacillus en forme végétative. Ces résultats permettent d'évaluer la capacité de chaque souche

a former un biofilm dans différents milieux de culture.

Parmi les souches testées, la souche E2 a montré la plus grande capacité a former un biofilm,
surtout dans le milieu BHI. Les valeurs élevees de DO pour cette souche indiquent qu'elle est
fortement formatrice de biofilm, ce qui suggere une activité métabolique intense et une

production significative de substances polymériques extracellulaires.

La souche E1 suit de pres, avec des résultats indiquant également une forte formation de
biofilm, bien que légérement inférieure a celle de la souche E2. Les performances de
formation de biofilm de la souche E1 dans le milieu BHI montrent qu'elle a une aptitude

notable a adhérer et a se multiplier sur les surfaces, formant des structures biofilmes robustes.

Les souches E3 et E4 ont montré des capacités de formation de biofilm relativement plus
faibles comparées a E1 et E2, bien qu'elles soient tout de méme capables de former des
biofilms. Ces résultats suggeérent que les souches E3 et E4 peuvent avoir des mécanismes de
régulation de la formation de biofilm différents ou moins efficaces dans les conditions de

culture testées.

En résumé, les résultats indiquent que le milieu BHI est particulierement favorable a la
formation de biofilm pour les souches E1 et E2, avec E2 étant la plus performante. Cette
observation est cruciale pour comprendre les conditions environnementales qui favorisent la
formation de biofilm par ces bactéries, ce qui a des implications pour le contrble des

contaminations bactériennes et la gestion des infections associées aux biofilms.
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Tableau n°5 : résultats de la capacité a former le biofilm relatif aux DO des souches de forme
sporulantes

Notes : - = Absence ; £ = faible ; + = Modérée ; ++ = Forte ; DO, : la moyenne des DO des Controles
négatifs. (Stepanovic et al., 2000)

lait BHIB L’eau physiologie

El |E2 |E3 |E4 |E1 |E2 |E3 |E4 |E1 |E2 E3 | E4

Formation de + + |x |- ++ |+ + + + + + | *
biofilm

Les résultats du tableau n°5 révelent les capacités distinctes des quatre souches sporulantes a
former des biofilms. La souche E1 s'est distinguée en montrant la plus grande performance, se
classant comme fortement formatrice de biofilm, particulierement dans le milieu BHIB. Elle
est suivie par les souches E2 et E3, qui ont également démontré une capacité significative a
former des biofilms dans ce méme milieu. En revanche, dans le milieu a base de lait, aucune
des souches sporulantes n'a manifesté la capacité de former un biofilm, ce résultat reste pour

nous incompréhensible.

La prédominance de la souche E1 dans la formation de biofilm dans le milieu BHIB peut étre
attribuée a plusieurs facteurs, notamment sa capacité specifique a adhérer et a secréter des
polysaccharides extracellulaires, éléments clés dans la matrice du biofilm. Les observations
divergentes dans le milieu a base de lait suggerent des interactions complexes entre les
nutriments disponibles, les propriétés spécifiques des souches bactériennes et les conditions

environnementales.

Selon la littérature, les différences dans la formation de biofilm peuvent étre influencées par la
composition des milieux de culture, les propriétés génétiques des souches bactériennes et les
conditions de croissance. Par exemple, certains milieux enrichis comme le BHIB favorisent la
croissance et la maturation du biofilm en fournissant des nutriments adaptés et des conditions

favorables a la colonisation bactérienne.

En conclusion, bien que la souche E1 montre une forte capacité a former un biofilm dans le
milieu BHIB, l'absence de formation de biofilm dans le milieu & base de lait souleve des
questions importantes sur les interactions spécifiques entre les composants du milieu et les
mécanismes de formation de biofilm chez les souches sporulantes étudiées. Ces résultats
mettent en lumiere I'importance de considérer les facteurs environnementaux et nutritionnels

dans I'étude des biofilms bactériens.
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2.2. Détection par la Méthode de Rouge Congo Agar

D’apres la figure n°33 toutes les souches ont montré une capacité notable & produire des
biofilms, notamment la souche E2, qui s'est distinguée par la formation de colonies noires
présentant un aspect cristallin et une consistance séche sur Gélose Rouge Congo. Ce
phénomeéne est attribué a la production d'exopolysaccharides qui réagissent avec le rouge
Congo (Mahamat et al., 2013). Cette approche visuelle offre une premiere indication de la
capacité des souches a former des biofilms, Ceci confirme et est en accord avec ce que nous

avons trouvé dans la partie de quantification par la méthode des microplaques.

E

Figure n°33 : Résultat de production de biofilm des souches de Bacillus par RCA.

La caractérisation phénotypique de la production de biofilm par la méthode du slime a été
réalisée en cultivant les isolats sur un milieu solide contenant du colorant Rouge Congo. La
méthode RCA (Rouge Congo Agar) permet une analyse directe et visuelle des colonies,
facilitant l'identification des souches productrices de slime (colonies noires sur la gélose
rouge) et des souches non productrices (colonies rouges). Cependant, cette méthode ne permet
pas une évaluation quantitative du biofilm, car elle repose uniquement sur un changement de
couleur du rouge Congo qui interagit directement avec certains polysaccharides bactériens
formant le slime (Freeman et al., 1989).
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2.3.Etude de la Formation de Biofilm sur Surfaces en PTFE et Silicone

Dans cette partie de I'étude, nous avons voulu simuler les pratiques de nettoyage et de
désinfection des biberons effectuées par les méres afin de tester leur efficacité vis-a-vis des
souches de Bacillus. Pour ce faire, nous avons testé les quatre souches sous leurs formes
végétatives et sporulantes. Le désinfectant le plus couramment utilisé a domicile est

I'nypochlorite de sodium, qui a été testé avec un temps de contact de 5 minutes.
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Figure n°34: Graphe de log n ufc/g sur les surfaces traité et non traité (silicone et PTFE) dans les
quatre souches.

D’aprés la figure n°34 les résultats du dénombrement des biofilms ont révélé que les quatre
souches de Bacillus sont capables de former des biofilms sur les surfaces en silicone et en
PTFE, en particulier les souches E1 et E2. Les Bacillus démontrent une capacité significative
a adhérer et a former des biofilms sur les matériaux utilisés dans la fabrication des biberons,
tels que le silicone et le PTFE. Les données indiquent que toutes les souches de Bacillus ont
montré une adhésion plus élevée sur les surfaces en silicone par rapport aux surfaces en

PTFE. Notamment, la souche E1 a présenté une adhésion particulierement élevée sur le
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silicone par rapport aux autres souches, tandis que l'adhésion sur le PTFE était plus marquée

pour la souche EA4.

Des études antérieures ont solidifié ces résultats en démontrant que les matériaux en silicone
tendent a favoriser une adhésion bactérienne plus prononcée et une formation de biofilm plus
robuste par rapport aux surfaces en PTFE. Cette observation est largement attribuée aux
propriétés physico-chimiques distinctes de chaque matériau. Le silicone présente une surface
souvent plus hydrophile qui offre davantage de sites d'adhésion pour les cellules bactériennes.
De plus, les polyméres de silicone peuvent adsorber des composants organiques provenant du
milieu environnant, ce qui favorise encore plus I'adhésion et la croissance bactérienne. En
revanche, le PTFE (polytétrafluoroéthyléne), connu pour sa surface lisse et non réactive, offre
moins de sites favorables a I'adhésion des cellules bactériennes. Sa faible énergie de surface et
sa chimie stable limitent les interactions moléculaires avec les biomolécules et les micro-
organismes, réduisant ainsi la capacité des bactéries a former des biofilms structurés et
durables (Costerton et al., 1999; Bridier et al., 2011).

Ces observations mettent en lumiere l'importance des propriétés physico-chimiques des
surfaces dans la regulation de l'adhésion bactérienne et de la formation de biofilm.
Comprendre ces mécanismes est crucial pour développer des strategies efficaces de
prévention et de contrble des biofilms, qui peuvent poser des défis significatifs pour la

sécurité et la qualité des produits.

En ce qui concerne le traitement des coupons par hypochlorite de sodium, les résultats ont
révélé une efficacité limitée pour éliminer completement le biofilm adhéré sur les surfaces, en
particulier sur le silicone. Des études antérieures ont démontré que les biofilms bactériens sur
des surfaces comme le silicone peuvent étre extrémement résistants aux agents desinfectants
courants, tels que I'hypochlorite de sodium, en raison de leur capacité a former une matrice
extracellulaire protectrice et a induire des mécanismes de résistance aux stress

environnementaux (Bridier et al., 2011; Simdes et al., 2010).

Plus spécifiquement, I'élimination du biofilm sur le PTFE a été significativement plus
efficace, surtout contre la souche E2, ce qui souligne l'importance de choisir des matériaux
appropriés dans la conception des équipements pour réduire le risque de contamination
croisée. Le PTFE présente des propriétés de surface qui peuvent rendre plus difficile

I'adhésion et la formation de biofilm par rapport au silicone, comme en témoignent des études

64



sur les propriétés hydrophobes et la capacité a réduire lI'adhésion bactérienne (Li et al., 2017;
Chavant et al., 2004).

Ces résultats mettent en lumiére les défis persistants liés a la gestion des biofilms bactériens
dans les environnements industriels et cliniques. Les résidus de biofilm persistants malgré les
méthodes de nettoyage standard peuvent servir de réservoirs de contamination potentiels,
posant ainsi des risques pour la sécurité alimentaire et sanitaire. Cela souligne la nécessité
critique de développer et dappliquer des protocoles de nettoyage et de désinfection plus
rigoureux et adaptés aux différents types de surfaces, afin de garantir des pratiques de sécurité
optimales.

2.4.Méthode d’AFM (Microscopie a Force Atomique)

Les résultats de la mesure de la rugositeé de la surface pour le PTFE et le silicone montrent que
les valeurs avant traitement sont supérieures a celles apres traitement dans les deux matériaux,
suggerant que les surfaces non traitées présentent plus d'irrégularités propices a l'adhésion
bactérienne. Cette observation est conforme a I'idée que la rugosité de surface elevée favorise

I'adhésion des bactéries.

Avant le traitement, la rugosité de surface était comparable entre le PTFE et le silicone pour
toutes les souches testées. Cependant, apres le traitement par I'nypochlorite de sodium, les
surfaces traitées montrent une réduction de la rugosité, bien que le traitement nait pas été

suffisant pour éliminer complétement les bactéries adhérant a la surface.

La rugosité de surface est une caracteristique cruciale car elle influence lI'adhésion des micro-
organismes. Des études antérieures ont souligné que la rugosité peut créer des niches ou les
bactéries peuvent sancrer plus fermement, rendant le nettoyage et la désinfection plus
difficiles (Kovacevic et al., 2016).

L'utilisation de I'Atomic Force Microscopy (AFM) pour mesurer la rugosité des surfaces en
silicone et en PTFE offre une méthode précise et sensible. L'AFM permet de visualiser et de
quantifier les variations de rugosité a I'échelle nanométrique, offrant ainsi des informations
détaillées sur la topographie des surfaces avant et apres traitement. Cette approche est
particulierement utile pour évaluer l'efficacité des procédures de nettoyage et de désinfection

dans divers environnements, y compris l'industrie alimentaire et les soins de santé.
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D’aprés les tableaux n (6,7), les données de rugosité moyenne (Ra) et de rugosité quadratique
moyenne (RMS Sq) fournissent des indications précieuses sur l'effet du traitement par
I'nypochlorite de sodium sur la surface en silicone et en PTFE, avant et aprés le traitement,

pour les souches E1 et E2 de Bacillus.

Pour la souche E1 avant traitement, le Ra était de 119.522 nm et le RMS Sq de 178.404 nm,
montrant une surface assez rugueuse. Apres traitement, ces valeurs ont considérablement
diminué & 41.2300 nm pour Ra et 47.9961 nm pour RMS Sqg. Cette réduction significative
indique une amélioration notable de la régularité de la surface aprés désinfection, réduisant

potentiellement les sites favorables a l'adhésion bactérienne.

Pour le silicone avant traitement, les valeurs de Ra étaient de 23.967 nm et de 25.092 nm pour
RMS Sq, indiquant une surface relativement lisse. Aprés traitement, ces valeurs ont
légerement diminué a 12.1706 nm pour Ra et 15.5573 nm pour RMS Sq, suggérant une

amélioration mineure de la régularité de la surface.

Concernant la souche E2, avant traitement, les valeurs élevées de rugosité (172.637 nm pour
Ra et 201.159 nm pour RMS Sqg) montrent une surface tres rugueuse. Apres traitement, ces
valeurs ont significativement chuté a 40.2922 nm pour Ra et 52.8391 nm pour RMS Sq,

soulignant une amélioration substantielle de la surface.

Sur le silicone pour la souche E2, les valeurs initiales de rugosité (18.0083 nm pour Ra et
24.4151 nm pour RMS Sq) ont également diminué apres traitement (11.9325 nm pour Ra et
17.4492 nm pour RMS Sq), bien que dans une moindre mesure par rapport a PTFE.

En conclusion, les résultats montrent que le traitement par I'nypochlorite de sodium a eu un
effet positif sur la réduction de la rugosité des surfaces en silicone et en PTFE, ce qui pourrait
réduire les sites propices a l'adhésion bactérienne. Cependant, méme apres traitement, des
niveaux de rugosité résiduels persistent, ce qui souligne la nécessité d'améliorer les protocoles
de nettoyage et de désinfection pour minimiser davantage le risque de contamination

bactérienne et/ou prévenir la contamination croisée et assurer des normes sanitaires élevees.
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Tableau n°6 :

Synthése des résultats de I’AFM donnant les Ra avec les image 3D de silicone

et du PTFE avant et aprés traitement de souche E1

Surfaces Mean RMS Image
El roughness roughness
(Ra) (nm) | (Sq) (nm)
PTFE 119.522 178.404 "
Avant :;,
traitement
"ZDDO
PTFE 41.2300 47.9961 "
traité b
Silicone 23.967 25.092
Avant sl 50
traitement
Silicone 12.1706 15.5573 ol
traité 1100
:
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Tableau n°7 : Synthése des résultats de I’ AFM donnant les Ra avec les image 3D de

silicone et du PTFE avant et apres traitement de souche E2

surface Mean RMS roughness Image
E2 roughness (Sq) nm

(Ra) (nm)

201.159 A

PTFE o
Avant 172.637 B
traitement e e

40.2922 52.8391 s
PTFE o
traité |:
Silicone | 18.0083 24.4151 R
Avant 0
traitement N
Silicone 11.9325 17.4492 e
traité s
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Conclusion

Cette etude avait pour objectif principal de développer un modéle prédictif en simulant
les pratiques courantes des mamans, pour nous fournir des recommandations basées sur des
données scientifiques de température et de pH pour évaluer la survie du Bacillus dans le lait

infantile et pour arriver a ameéliorer la sécurité alimentaire des nourrissons.

Cependant, il est important de noter que les deux méthodes de traitement thermique
n'étaient pas totalement efficaces sous certaines conditions. . Les traitements par micro-ondes
et par eau bouillante ont été comparés pour évaluer leur efficacité respective sur la survie du
Bacillus dans le lait infantile. Le traitement par eau bouillante s'est montré efficace pour
éliminer toutes les cellules vegétatives du Bacillus, contrairement au traitement par micro-
ondes a 60 secondes, qui n'était efficace qu'a des intensités élevées et se revelait inefficace a
des intensités plus faibles telles que 200W et 400W.

L'analyse des valeurs de pH et de température post-traitement a révélé que I'effet de la

température était plus déterminant que celui du pH dans I'inactivation du Bacillus.

Nous avons également évalué la capacité des souches de Bacillus a former des
biofilms, utilisant des méthodes telles que la microplaque 96 puits, la gélose Rouge Congo et
des coupons de matériaux (silicone et PTFE) couramment utilisés dans la fabrication des
biberons. Nos résultats ont montré que toutes les souches de Bacillus avaient la capacité de
former des biofilms, avec la souche E2 se distinguant particulierement par une forte capacité
formatrice de biofilm. De plus, nous avons observé une forte adhérence des souches sur les

surfaces en silicone et en PTFE, facilitant ainsi la formation de biofilms.

Pour évaluer l'efficacité des méthodes de nettoyage et de désinfection couramment
utilisées par les mamans, nous avons mesuré la rugosité des surfaces en silicone et en PTFE
avant et apres traitement a I'hypochlorite de sodium. Les résultats obtenus ont montré que ces
procédures n'éliminaient pas completement le biofilm des surfaces. L'analyse par AFM a
permis d'estimer la rugosité de chaque surface, soulignant I'importance de cette caractéristique

dans l'adhérence des bactéries et la formation de biofilm.

Cette recherche a permis de déterminer l'efficacité des méthodes domestiques (eau
bouillante, micro-ondes) pour réduire la charge bactérienne dans le lait infantile et de définir

les conditions optimales pour minimiser les risques microbiologiques associés. En simulant
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les pratiques courantes des mamans, nous avons pu formuler des recommandations baseées sur

des données scientifiques pour améliorer la sécurité alimentaire des nourrissons.

Cette étude ouvre eégalement la voie a une meilleure compréhension des dynamiques
de survie et de croissance des bactéries Bacillus face aux différents traitements, et offre ainsi
une base solide pour le développement de modeles prédictifs du comportement bactérien dans
des conditions domestiques typiques.

Pour l'avenir, il serait bénéfique d'approfondir cette étude par :

— L’optimisation des modeles prédictifs: Affiner les modeles en intégrant des parametres
supplémentaires comme la composition du lait et les variations de température et de pH.

— L[Janalyse de la formation de biofilm: Continuer les recherches sur la formation de biofilms
par Bacillus sur différents matériaux de biberons et tester I'efficacité d'autres désinfectants
pour eliminer les biofilms.

— L’évaluation de I'exposition et des risques: Estimer la dose de Bacillus ingérée par les
nourrissons en menant une évaluation détaillée des risques et utiliser ces données pour
développer des recommandations precises.

L'amélioration des pratiques de désinfection: Développer des recommandations basées sur
les résultats pour améliorer les pratiques de préparation et de nettoyage des biberons.

Le suivi et évaluation a long terme: Tester dautres souches bacteriennes impliquees dans ce
type de matrice alimentaire et suivre leurs impacts sur la santé des nourrissons et le

changement de leurs microbiotes intestinales.
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