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A V A N T  P R O P O S  

En 1876, 1 ' ingénieur français Charles TELLIER aménageait un navire : 

"LE FRIGORIFIQUE", pour transporter la viande sur la ligne maritime ROUEN- 

BUENOS AIRES. L'invention du "pt/re du {rroid" allait donner un essor nouveau 

aux industries de conservation et de transport des denrées alimentaires. 

Un siècle plus tard, les basses et très basses températures sont 

universel lement employées dans de mu1 tiples domaines mais c'est certainement 

encore pour l'industrie alimentaire que l'élan donné par Charles TELLIER 
1 

reste primordial. En effet, la stabilisation des aliments par les méthodes 

frigorifiques s 'est vite révélée d 'une importance économique considérable. 

Du transport de la viande des bovins d'Argentine par le navire de Charles 

TELLIER aux plats cuisinés présentés dans les vitrines réfrigérées des 

magasins modernes, de gros progrès ont certes été réalisés dans des do- 

maines purement techniques, Mais si le froid est universellement utilisé, 

la stabilisation des aliments par cette méthode reste un procédé relativement 

empirique car on connaît mal l'effet des basses températures sur les micro- 

organismes alors que c'est essentiellement en empêchant la pullulation des 

germes que le froid permet la conservation prolongée d'une denrée. 

Or, s i  les basses températures détruisent ou inhibent effectivement 

les microorganismes, i l  ne faut pas oublier que la congélation est également 

un moyen efficace de conservation de souches bactériennes pour peu que 

celles-ci soient convenablement protégées. Cette contradiction reflète bien 

les difficultés rencontrées lorsque 1 'on veut expl iquer 1 'action du froid 

sur les microorganismes. Nous tentons d'apporter notre contribution â la 

compréhension de ces phénomènes. 



Une revue générale des connaissances acquises a la suite des tra- 

vaux de nombreux auteurs nous a permis de faire le point sur ce problème 

et d'envisager une technique expérimentale originale, 

Nous avons ensuite vérifié la crédibilité de notre méthode en 

1 'appliquant à une série de microorganismes rencontrés plus ou moins fréquem- 

ment en bactériologie alimentaire et congelés selon des modalités proches 

des réalisations pratiques industriel les. Ceci afin de nous rapprocher le 

plus possible des conditions réelles d'action du froid sur la cellule pro- 

caryote tout en conservant une méthode de travail simple et applicable à 

une étude fondamentale, 

Il nous était al ors possible d'envisager un modèle expérimental . 
Nous avons choisi de comparer la cryorésistance des spores de Bacillaceae 

avec leur themorési stance ; 1 es spores présentent en effet une parti cul ari - 
té intéressante : leur grande résistance à de nombreux agents antimicrobiens 

et notamment la chaleur, Même si les mécanismes de la thermorésistance des 

spores ne sont pas non plus totalement élucidés, les éléments connus nous 

procurent néanmoins un support de comparai son. 

Une étude générale simultanée de la thermorésistance et de la 

cryorésistance des spores de différentes espèces de Bacillus nous a permis 

de vérifier la relation qui existe entre ces phénomènes. 

Puis une expérimentation plus fine a précisé les étapes d'appari- 

tion de ces résistances lors du passage de 1 'etat végétatif à 1 'état sporulé. 

Enfin, 1 'examen de divers facteurs physico-chimiques réputés pour 

intervenir directement dans la thermorésistance des spores nous a amené à 

préciser un élément d'explication de la cryorésistance dont nous discutons la 

possibilité d'extrapolation aux cellules bactériennes en général, 



Depuis les premiers travaux de PICTET e t  YUNG (59) en 1884 

puis de Mac FADYEN (40) en 1900, qui constataient que leurs cultures survi- 

vaient à la  congélation, i l  e s t  apparu que toutes les espèces bactériennes 

n'avaient pas la même résistance au froid. On s a i t  maintenant que l a  sensi- 

b i l i t 6  à la  congélation e t  décongélation es t  sous l a  dépendance de nombreux 

facteurs. 

En f a i t ,  on ne peut pas dire simplement que, après action du froid,  

l a  ce1 lule e s t  morte ou vivante. En 1959, STRAKA e t  STOKES (79) observent 

que 1 eurs suspensions bactériennes congelées puis décongelées contiennent 

non seulement des bactéries mortes e t  des bactéries survivantes mais aussi 

des bactéries qui on t  subi des altérations q u i  seront reversibles si l e  

milieu de culture l e  permet. Ces cellules ont leur métabolisme endommagé. 

PIUS récemment, RAY e t  co l le  (66.68) o n t  décrit des bactéries 

qui, après action du froid,sont beaucoup plus sensibles à des substances 

te l l es  que les  sels  b i l ia i res ,  le  lysozyme ou les détergents. Ces cellules 

sont endommagées dans 1 eur structure. 

Des termes différents sont donc ut i l i sés  pour exprimer les  degrés 

de lésions subies par les microorganismes au cours de la congélation. On peut 

les  résumer dans l e  schéma suivant : 

cellules congelées 
et décongelées 

t 
cellules lésées 
reversiblement 

T 
cellules vivantes 

s 
au niveau du au.niveau de 
métabolisme la structure 

7 
cellules morte: 



4 

Les altérations éventuel 1 es subi es' par 1 a ce1 1 ul e vont dépendre de 

facteurs physico-chimiques, structuraux et physi 01 ogiques . 
11 faut enfin préciser que toutes les connaissances acquises sur 

I ce problème sont issues de travaux réalisés en milieu liquide. i 

1, CONSIDERATIOFIS PHYSICO - CHIrlIQUES ................................... ................................... 

Les aspects physico-biochimiques consécutifs à l'action du froid 

chez 1 es microorganismes ont été discutés par MAZUR i ( 43.44 . 45 ) dans 

différentes revues., On peut en retenir essentiellement les faits suivants : 1 
j 

I la congélation d'une suspension bactérienne débute évidemment par un fort 1 
l 

refroidissement du milieu avant la formation des premiers cristaux de glace. 

Ce1 le-ci commence théoriquement, pour une solution simple à unetempérature 

qui définit le point eutectique, Les microorganismes, quant à eux, seront 

considérés comme formés de nombreuses solutions de composés différents 

ayant des points de congélation divers. Leur congélation totale s'effectuera 

donc dans une zone de température qui définira une zone eutectique. 

Au cours de cette période critique, le système milieu-extérieur - l 
cellules va devoir modifier son équilibre en eau, Le site de congélation 

I de l'eau de ce système va dépendre surtout de la vitesse de congélation, en 

d'autres termes, de la durée du séjour des cellules, dans la zone eutectique : 

- si la vitesse de congélation est lente, 1 'eau intracellulaire 

I va sortir de la cellule et se solidifier extérieurement jusqu'à rétablissement 

de l'équilibre. La cellule subira alors une déshydratation. 

- s i  la vitesse de congélation est rapide, 1 'eau intracellulaire l 
gélera essentiel lement in-si tu. Mais dans ce cas, les cristaux de glace ont 

une structure instable, Leur taille et leur forme varient avec la vitesse 

de congel ationl ( a i )  , 



La recristal Tisation se produit très lentement en-dessous de 

-lOO°C mais peut se faire très rapidement au-dessus de - 50°C. Ainsi, si 

la vitesse de congélation est rapide ou si le réchauffement est mené suf- 

fisamment doucement, les cristaux auront tendance à changer de tail le et 

de forme. 

Mais, dans les deux cas, le rétablissement de l'équilibre aqueux 

du système, détruit par la congélation, résulte en des déplacements d'eau 

qui provoquent la concentration des solutés à 1 'intérieur et à 1 'extérieur 

des cellules. Ainsi, le pH et la concentration ionique peuvent varier et 

avoir pour conséquences la perméabilisation de la membrane cellulaire, la 

precipitation de certaines molécules, la dénaturation de macromolécules 

(protéines, A.R.N., A.D.N.), Certaines de ces altérations sont irréversi- 

bles (44) . Un microorganisme subissant une congélqtion va donc être affecté 
tl 

par l'abaissement de température (c'est le phénomène delold-~chock), la 

formation de glace et la concentration des solutés résultant de cette 

cristal 1 isation. 

L'un de ces phénomènes ou leur combinaison peut être létal. 

II ALTERATIONS SUBIES PAR LES MICROORGANISMES SOUMIS A LA CONGELATION 
-----------------------------------------------------------------&------- ......................................................................... 

La formation de cristaux de glace chez les microorganismes au cours 

de la congélation a été mise en évidence par la microscopie électronique 

notamment chez Escherichia col i , (55,,,1,5). Les ce1 lules refroidies lente- 

ment (vitesse de congélation : 1°C/mn) sont contractées mais sans traces 

de cristaux de glace. 



Les cellules congelées très rapidement (vitesse de congélation 

supérieure à 1000°C/mn) sont de tai 1 le .normale mais montrent de nombreuses 

cavités intracel lu1 aires. Ces mêmes cellules conservées trois jours à -25OC 

possèdent seulement quelques 1 arges cavités intracel lu1 aires . 
Les importantes modifications morphologiques ne sont certainement 

pas sans effet sur la viabilité du microorganisme nais, si on a longtemps 

pensé que 1 'action mécanique exercée sur les cellules par la congélation 

était la cause de mortalité 28.34.92 ) , HARRISON ( 2 5 )  en 1956 contredi- ( 
sait cette théorie en signalant que les taux de survie de E. coli et Serratia -- 
marcescens étaient identiques dans un bouillon congelé à -22°C et dans un 

milieu refroidi mais non congelé à cette température, Il suggérait donc que 

la létalité bactérienne était en relation avec la concentration des solutés. 

En fait, i l  est vraisemblable que ces facteurs agi;sent de façon synergique 

même s'i 1 s n'ont pas tous la même importance. 

B) ALTERATIONS STRUCTURALES 

Si 1 'observation directe n'a jamais été effectuée, de nombreux 

éléments permettent de penser que la membrane .cellulaire est endommagée 

par la congélation. La formation de gros cristaux de glace intracellulaire, 

la concentration de solutés provoquant la dissociation de protéines (44) 

font, entre autres, que cette membrane devient perméable, notamment à 

d'éventuel s éléments toxiques de son environnement (61'41 ) . 
La paroi bactérienne semble également altérée par 1 a congél ation. 

Chez les Enterobacteriaceae, i l  est vraisemblable que c'est la couche 

supérieure 1 ipopolysaccharidi que qui est affectée. En effet , après congél a- 
tion et décongélation, E. coli devient sensible à l 'actinomycine D ( I O  ) ; 



E.  coli , Shigella dysenteriae et Salmonella typhi sont sensibles à 1 'action 

du lysozyme et de la trypsine, tandis que 1 'adsorption des phages de la 

serie T, dont le site est la couche lipopolysaccharidique, est réduite de 

façon significative chez E. col i congelé .( 3 5 . 6 9 )  

Les protéines cellulaires, elles aussi, peuvent être affectées. 

MOSS et SPECK(~~) ont montré que la congélation et décongélation d 'E. -- col i 

provoquait la libération dans le milieu de suspension de petits peptides 

biologiquement actifs car i 1 s ont un effet cryop,,tecteur lorsqu ' i 1 s sont 

ajoutés au milieu de suspension. GABIS (2 1) a également observé une augmenta- 

tion du taux d'acides aminés basiques libres dans le milieu de congélation 

d'E. -- coli, ce qui indiquerait une hydrolyse de protéines ribosomales. 

Enfin, si'l a été mis en évidence une sortie d'A.R.N. chez des 

bactéries à Gram négatif congelées, i l  semble qu'i 1 n 'y ait pas de 

perte d'A.D.N. (49,ar) 

Toutefois , SWARTZ ( 8  1) et récemment ALUR et GRECZ ( 3 ) ont montré 
que la congélation provoquait des cassures monocatenaires sur l'A.D.N. 

dlE. coli. 

C)  ALTERATIONS METABOLIQUES 

L'effet du froid sur l'activité enzymatique de la cellule bactérien- 

ne est fonction de l'enzyme car la congélation suivie de décongélation acti- 

ve certaines enzymes, en inactive d'autres ou ne les affecte pas. Chez E. - 
col1 le processus de congélation-décongélation augmente l'activité - 
respiratoire des ce1 1 ules survivantes (5 7) , Les phosphorylations sont 

1 

généralement réduites par la congé1 ation ( i ) 



D) ALTERATIONS GENETIQUES 

11 ne semble pas que les basses températures par elles-mêmes 

aient une action sur la stabilité génétique bactérienne, mais ce sujet 

a été jusqu8aiors trop peu étudié(61, s ) . 

E) ALTERATIONS PHYSIOLOGIQUES I 

Il a été montré que les bactéries à Gram négatif ayant subi par 1 
congélation des al térations métabol iques réversibles avaient des besoins 

nutri tifs accrus( 79. 5 2 . 4 9  pour cultiver après décongélation. Il semble 1 
que les ce1 1 ul es perdent temporairement certains pouvoirs de synthèse 

de métabol i tes. 

De toutes façons, les bactéries qui ont survécu à la congélation, 

et encore capables de se multiplier dans un milieu approprié,montrent sou- 

vent une phase de latence prolongée 52,si,ai ( 1 

III FACTEURS INFLUENCANT LES MICROORGANISMES SOUMIS A LA CONGELATION 

M A Z U R ( ~ ~ )  a divise les cellules bactériennes végétatives en deux 1 
catégories sel on leur sensi bi 1 i té à 1 a congé1 ation et décongélation : 

a) les cellules qui résistent bien aux conséquences immédiates 

de 1 'action du froid mais résistent moins bien à une congélation prolongée 

b) les cellules sensibles à la fois aux effets immédiats et 

prolongés du froid. 



Ces deux ~ a t é ' ~ o r i e s  rassemblent l a  majeure p a r t i e  des microorganis- 

mes mais il faut y a jou te r  l e s  germes qu i  surv ivent  à toutes l es  condi t ions 

de congélat ion e t  décongélation a i n s i  que l e s  germes sensibles a toutes ces 

condi t ions . 
La réponse des microorganismes aux e f fe ts  du f r o i d  va dépendre 

de nombreux paramètres : 

A )  LL'ESPECE BACTERIENNE 

I I l  es t  généralement admis que l e s  bactér ies à Gram p o s i t i f  

r é s i s t e n t  mieux que l e s  bactér ies  à Gram néga t i f  ( 44,24,93 ). S i  HOLLANDER 

e t  NELL ( 30 ) rapportent  que l e s  mêmes condi t ions de congél a t i on  son t  pl-us 

I l é t a l e s  pour l e  pneumocoque que pour l e s  co l  iformes, MAJOR, MAC DOUGAL e t  

I HARRISON ( 4 2 )  observent que - E. -8 co l  i Salmonella g a l l  inarum, S. marcescens, 
4 ~ Pseudomonas aeruginosa sont t r è s  sensibles à 1 a congé1 a t i o n  e t  décongélat ion ~ ~ t and is  que Staphyl ococcus aureus, Lactobaci 11 us fermenti e t  Micrococcus 

flavum sont moins sensibles, - 
1 Mais des va r i a t i ons  de rés is tance chez des souches de même espèce on t  

é té  observées aussi b ien chez l e s  bactér ies  à Gram p o s i t i f  qu'à Gram néga t i f  
-- 

( 14,38s77,81,51s89 . 1 
B) ETAT PHYSIOLOGIOUE DE LA CULTURE 

I l  a été  noté chez E. co l  i (s3)et Pseudomonas i 7  que l e s  ce1 I u l e s  -- ( 1 
en phase exponent ie l le  de croissance sont p lus  sensibles que l es  c e l l u l e s  

en phase s ta t ionna i re .  

C) CONDITIONS DE SUBCULTURE 

DAVIS ( 1 7 )  a rapporté que cer ta ins  sel s minéraux t e l s  que Mg S04, 

NH4H2 PO4 e t  K2 H PO4, permettaient une augmentation conséquente du taux de 

surv ie  de l a  bactér ie .  E. c o l i  c u l t i v é  sur un m i l i e u  r i c h e  a un taux de 



survie, après congélation, plus élevé que lorsqu'il a é t é  cultivé sur milieu 

minimum (70) . 
FARRELL e t  ROSE ( 1 9 )  montrent que des suspensions cel lulaires 

placées à -Z°C ont  une mortalité plus faible chez les germes psychrophiles 

que chez les mésophiles. Ceci sera i t  dû à une différence de composition l i -  

pidique au niveau de la  membrane. 

MAJOR, MacDOUGAL e t  HARRIS ON(^^) rapportent que la survie après 

congélation chez E.  col i e t  S. marcescens peut ê t re  fortement augmentée 

lorsque la  subculture a été réalisée sous aération importante. 

D) LE MILIEU DE CONGELATION 

Les milieux de culture habituels contiennent souvent des substances 

cryoprotectrices tel  les  que des peptones ( 1 7 . 4  ) ! des sucres (6oI13,7s,46 1 
des amino-acides(4a177) , Les bactéries sont donc suspendues, avant congé- 

lat ion,  dans l 'eau ou dans des solutions salines simples. Or, les  s e l s  

minéraux ont aussi u n  rôle e t  notamment l e  chlorure de sodium q u i  s'avère 

renforcer l 'action lé ta le  de la  congélation chez E ,  coli 13 e t  Aerobacter -- ( 1  
gerosenes (60)  . En général, l e s  sels favorisent la l é t a l i t é ,  vraisemblable- 

ment en augmentant la  concentration des solutés, 

E )  CONCENTRATION DE LA SUSPENSION CELLULARE 

Souvent, l e s  taux de survie l es  plus élevés se retrouvent dans les  

suspensions congelées l es  plus denses. Cet ef fe t  bénéfique es t  at tr ibué à un  

rdle cryoprotecteur des métabol i tes  1 i bérés par les  ce1 1 ul es al térées. 

Nous avons vu que l a  température e t  l a  vitesse de congélation 



déterminaient le site de solidification de l!eau cellulaire. 

Pour une espèce bactérienne donnée, une congélation lente ou 

rapide sera dommageable. Le plus grand nombre de survivants sera obtenu 

à une vitesse de congélation donnée, suffisamment lente pour empêcher une 
. 

cristallisation intracellulaire de 1 'eau mais toutefois assez rapide pour 

reduire le temps d'exposition de la cellule à la concentration des solutés, 

Chez E, coli , cette vitesse de congélation serait comprise entre 1 et 500°C/mn. 
La vitesse de décongélation interviendrait aussi car un réchauffement rapi- 

de, qui ne permet pas la recristallisation de la glace, est moins préjudicia- 

ble qu'un réchauffement lent ; si la vitesse de congélation a été grande 
\ 

( > 50û0~/rnn ~(44). NEI , ARAKI et MATSUSAKA( 5 5 , 5 6  ) trouvent que E. col i 

résiste bien à une vitesse de congélation comprise entre 0.1 et 10°C/mn. 

Au-delà de cette 1 imite, le taux de mortalité augmente avec 

la vitesse de congélation. Par contre, SWARTZ ( 8 0  )indique que les meil leurs 

taux de survie d'E. coli existent quand la vitesse de congélation est de 

300°C/mn. 

La température de congélation jouerait aussi un rôle mais 1â 

encore les avis sont partagés. Car si SATO ( 7 s )  trouve que la température 

n'influence pas la sensibilité d'E. coli, AKIMATO ( 2  ) indique que les 
taux de mortalité les plus élevés se trouvent à des températures très basses 

cher E. col i et S. aureus. En revanche, WEISER et OSTERUD ( 9 2 )  rapportent 

qu'E. coli congelé rapidement survit bien à la congélation à une température 

minimale de -30°C. Au-dessus de ce point, l'effet est plus létal, 

Streptococcus lactis montre aussi une survie plus importante - 
lorsqutil est congelé à -196OC plutôt qu'à -20°C (14.15,7 ) 
Ces quelques exemples plus ou moins contradictoires mettent l'accent sur 

la complexité de ce problème, Nous signalerons cependant les travaux 



de CALCOTT, LEE et MacLEOD ( 1 1  ) qui, en 1976, ont étudié les effets des 
vitesses de congélation et de réchauffement sur cinq microorganismes : 

Salmonella t,yphimurium, Klebsiella aerogenes ; Azotobacter chroococcum, 
. - -- -- - 

P. aeruginosa, Streptococcus faecalis. Ces bactéries ont un taux de survie 

minimum pour une vitesse de congélation de 100°C/mn, Au-dessus de cette 

vitesse, la survie augmente avec le taux de congélation mais la vitesse 

de décongélation intervient aussi. Les vitesses de congé1 ation lentes qui 

donnent le maximum de survie sont variables (7 à ll°C/mn), 

Enfin, i l  faut mentionner l'influence de la durée d'action du 

froid, Les cycles répétés de congélation-décongélation augmentent la 

létalité (sr , to,aa ainsi que le maintien des cellules à basse temperature. 1 
(79,50,22,25 ) , 

G )  INFLUENCE DU MILIEU DE NUMERATION 

Le critère utilisé pour déterminer l'effet létal de la congélation 

etant l'inaptitude pour la bactérie de former une colonie sur un milieu 

gélosé, i l  devient évident que la composition de ce milieu est très impor- 

tante, 

Le nombre de bactéries survivantes à un processus de congélation- 

décongélation sera plus grand sur un milieu nutritif riche comparé à un 

milieu minimal ou un milieu sélectif. On dénombrera donc toutes les cellules 

survivantes sur une gélose nutritive non sélective. Les cellules ayant subi 

des altérations structurales seront capables de former des colonies sur un 

tel milieu mais non sur milieu sélectif tandis que les cellules ayant vu leur 

métabolisme al téré ne cultiveront pas sur un milieu minimal, 



IV MECANISNES DE REPARATION DES ALTERATIONS NON LETALES 
........................................................ ........................................................ 

Les cellules altérées de façon réversible retrouveront donc 

leur potentialités s i  l e  milieu l e  permet. Certains composés ont une action 

plus ou moins bénéfique à ce point de vue. 11 s ' ag i t  surtout de 1 'ext ra i t  

de levure( 4 , 5 ) , de l a  cystéine (41  )de lelacide aspartique ( 3 7 ). 
Ces peptides e t  acides aminés semblent augmenter les synthèses ce1 l ul aires 

ou réduire l e  défici t  en métabolites essentiels des 'cel lules altérées. 

En présence de phosphate bipotassique, i l  semble que E, coli e t  

Salmonella anatum réparent l es  al térations dues à l a  congélation par un 

processus métabolique ( 6 6 # 6 7 ) q ~ i  ne sera i t  pas une synthèse de protéines 

ou d'acides nucléiques( ro ) Par contre, les inhibiteurs de la phosphoryla- 

tion oxydative empêchent les  ce1 lules de recouvrer leur v i  ta1 i té .  Ceci 

suggère que la  synthèse d'A.T.P. e s t  nécessaire à la réparation de ces a l t é -  

rations (70 ,68~26 ,66  ) 

V CONCLUSION 
---------- ---------- 

Cette étude des phénomènes concernés par 1 'action des basses 

e t  t r ès  basses températures sur les bactéries a donc mis en évidence la 

mu1 t ip l  ic i  t é  e t  1 'importance des facteurs q u i  régissent 1 a résistance au 

froid des cellules procaryotes. 

Mais i l  faut  à nouveau signaler l e  f a i t  que toutes ces théories 

dérivent d'expériences réal isées à 1 'aide de suspensions ce1 lulaires en 

milieu aqueux. 



Or, nous ne savons pas si les microorganismes se comportent de la 

même façon lorsqu'ils sont congelés à la surface d'un milieu sol ide, 

dans des conditions telles que n'interviennent plus deux des facteurs impor- 

tants : le milieu de suspension et les interactions cellulaires. .) 

MIN0 SOTELO(47 ), étudiant les effets des basses et très basses 
températures chez E. coli congelé à la surface d'une membrane filtrante, 

a vérifié que certains paramètres, tels que l'âge de la subculture et 

1 'influence du mil ieu de dénombrement des germes survivants, agissaient 

de la façon décrite dans des travaux antérieurs. 

L'utilisation d'un support sol ide de congélation, nous a semblé 

un pr-océdé intéressant pour aborder un phénomène bactériologique particu- 

lier. On sait que les spores bactériennes sont très résistantes aux agents 

anti-bactériens. Le froid pouvant être considéré comme 1 'un de ces agents 

pour les cellules végétatives, en est-il de même pour les spores ? 

Par le biais de 1 'étude de leur thermorésistance, est-il possible 

d'apporter une explication à la cryorésistance éventuelle de ces spores ? 

C'est ce que nous avons tenté de réaliser mais auparavant, i l  nous fa1 lait 

éprouver la validité de notre méthode en étudiant la cryorésistance d'une 

série de microorganismes congelés sel on notre conception. 



C H A P I T R E  1 



S U R V I E  D E  M I C R O - O R G A N I S M E S  C O N G E L E S  S U R  

S U P P O R T  S O L I D E  

1 MATERIEL ET METHODES : 
........................ ........................ 

A) HICROORGANIS!4ES UTILISES ET SUBCULTURES - 

Douze microorganismes représentatifs de la microflore des produits 

alimentaires ont été choisis : i l  s'agit de : 

1 - Bacilles à Gram négatif ------------------ ---- 
Des Enterobacteriaceae pathogènes ou témoinsde contamination féca- 

Escherichia col i 

Ci trobacter freundi i 

Salmonell a pu1 1 orum-gal 1 i narum 

Un Pseudomonadaceae fréquent dans les eaux ou responsable d'al té- 

rations de produits alimentaires : 

Pseudomonas fluorescens 

Stapliylococcus aureus - 
Streptococcus faecalis var, zymogenes 

3 - Bacilles à Gram eositif ---------------- ------- 
Formes végétatives de Bacillus cereus - 
Formes végétatives de Bacillus pumilus 



4 - Spores de moisissures - ------------------- 
Peni ci 1 1  i um Sp . 
Aspergillus Sp 

5 - Levures ------- 
Rhodotorula musci 1 aginosa 

Candida albicans 

6 - subcul tures ----------- 
Les subcultures de ces microorganismes ont été réalisées sur des 

milieux, à des températures et des temps différents selon le germe considé- 

ré (Tableau 1) .  Les spores de moisissures sont mises en suspension dans de 

l'eau physiologique additionnée de peptone trypsique de caséïne (1 g/l) 

avant inoculation. 

B) SUPPORT SOLIDE DE CONGELATION 

Pour les bactéries il est constitué par un milieu gélosé à 50 g 

d'agar/litre.dteau distillée, coulé en boîtes de Petri. Cette concentration 

évite à la gélose de se rétracter et d'exsuder une quantité d'eau trop 

importante au cours des processus de congélation et de décongélation. 

11 nous a paru intéressant de ne pas utiliser de milieux nutritif: 

car ils contiennent habituellement des substances comme les peptones pouvanl 

protéger les cellules de 1 'action du froid(ir, 4) . 



TABLEAU 1 : Mi l i eux  e t  condi t ions de subcul tu res  des microorganismes 

k 

Microorganismes 

Baci les à ---------- ---------- 
Gram-neqatif ------------ 

Enterobactéries 

P. f luorescens 

C~cci-à- -------- 
Gram-eosi t i f  ------------ 

Formes-~ege~ ------------ 
tatl~es-de ---------- 
Baci 11 us -------- -------- 

S ~ o r e s  de - ------- - ------- 
moisissures ----------- ----------- 

Le~ures ------- 
R. muscilaginosa 

C. albicans 

M i  1 ieux 

Eau peptonée 

Eau peptonée 

Boui 11 on 
n u t r i t i f  

Boui 11 on 
dextrose 

Tryptose ad- 
d i  t ionné 
d ' ami don 
so lub le  

gélose gluco 
sée à 1 'oxy- 
t é t r acyc l  i ne 

Bou i l l on  glu-  
cosé à 1 'oxy- 
t é t r acyc l  i ne 

Température 

d ' incubat ion 

37°C 

30°C 

37°C 

30°C 

20°C 

20°C 

37°C 

Durée 

d ' incubat ion 

18 H 

18 H 

- 

18 H 

8 j ou rs  

2 j ou r s  

18 H 



Pour les spores de moisissures et les levures, le support de congé- 

lation est un milieu glucosé à 1 'oxytétracycline, gélosé à 50 g dlagar/l. 

Celui-ci est aussi le milieu de croissance car l'aérophilie de ces germes 

impose que leur culture s'effectue en surface, 

Cl PREPARATIOW DES ECHANTILLOliS ET TEMOItiS 

Les cultures en suspensions de microorganismes sont diluées dans 

1 'eau physiologique additionnée de peptone trypsique de caséine (1 g/l ) . 
0.1 ml des dilutions convenables sont étalés sur les supports gélosés. 

Les témoins sont réalisés par des numérations 'avant congélation 

sur des milieux gélosés correspondant aux milieux de subculture. 

D) CONGELATIONS 

Les congélations à -150°C ont été réalisées dans un caisson CCF 40 

de la Société "Air Liquide", Le schéma de cet appareil fait 1 'objet de la 

figure 1, La réfrigération est obtenue par vaporisation contrôlée d'azote 

liquide. La température est homogénéisée à 1 ' intérieur du caisson,par circu- 

lation de l'azote gazeux,à l'aide d'un ventilateur, L'excédent d'azote 

étant évacué par une tuyauterie située en amont du ventilateur. L'al imenta- 

i tion de 1 'injecteur en azote liquide est contrôlée par une électro-vanne 

commandée par un coffret de régulation en fonction des indications fournies 

par une sonde de platine placée dans la veine gazeuse en amont des plateaux 

supportant la charge à congeler, 

Une résistance électrique bl indée permet le dégivrage rapide de 

1 'apparei 1 , 
Un congélateur ménager a été utilisé pour les températures de 

-20°C , 





Six modes de congélation, à des vitesses de refroidissement lentes ou très 

lentes, proches de certaines conditions utilisées pour la congélation de 

produits al imentaires , ont été choisis : 

A : congélation à -150°C en 10 mn (vitesse de congélation : lS°C/mn), 

simulant l'utilisation de tunnel à azote liquide, puis maintien à -20°C 

24 heures. 

B : congélation à -150°C en 40 mn (vitesse de congélation : 4"C/mn) puis 

maintien à -20°C 24 heures. 

C ' : maintien à -20°C 24 heures (vitesse de congélation (0 ,2"C/mn) simulant 

le stockage en chambre froide. 

D : maintien à -20°C. 24 heures puis descente à -150°C en 10 mn simulant 

1 'emploi combiné des mGthodes C et A 

E : congélation à -150°C en 40 mn puis maintien à -20°C - 8 jours. 
F : maintien à -20°C - 8 jours. 

Des études de survie de microorganismes au cours d'un séjour pro- 

longé à -20°C ont également été réalisées en plaçant les supports solides 

ensemencés au congélateur, 

Dans tous les cas, les boites de Petri restent fermées pour éviter 

les contaminations. 

E) DECONGELATION 

Elle s'effectue en plaçant les boites congelées dans une étuve à 

37°C durant 2 heures pour permettre 1 'évaporation de 1 'eau provenant de la 

décongélation de la gélose, condition indispensable pour obtenir des colonies 

bien isolées. 



F) MISE EN EVIDENCE DES MICROORGANISMES SURVIVANTS 

Les plaques de gélose sont recouvertes, après décongélation et 

séchage par 15 ml de milieu nutritif gélosé convenant au microorganisme 

considéré et incubées. 

Dans le cas des spores de moisissures et des levures qui ont été 

congelées sur un milieu nutritif complet, les supports gélosés sont incubés 

immédiatement après décongélation et séchage. 

Les colonies sont comptées et les taux de survie sont calculés par 

rapport aux numérations des subcultures, 

Les expériences sont répétées au moins trois fois pour chaque es- 

pèce microbienne. 

Dans le cas de 1 'étude de la survie des gérmes au cours d'un 

maintien prolongé à -20°C, les conditions de congélation et décongélation 

sont,celles précisées auparavant. Après incubation, les boites contenant 

un nombre de colonies comptable sont énumérées. Les résultats sont exprimés 

en nombre de ce1 lules survivantes par ml de culture initiale. 

III RESULTATS ET DISCUSSION 
........................... .......................... 

Les taux de survie des germes sont présentés dans le tableau II. 

Les spores de moisfssures et les levures étudiées s'avèrent très 

résistantes au froid, 

Chez les bactéries on observe généralement que la sensibilité des 

germes à la congélation est fonction de 1 'espèce considérée. Les cocci à 

Gram positif résistent mieux que les bacilles à Gram négatif mais on peut 



encore remarquer des différences au sein de ces deux groupes. 

Par contre, les formes végétatives des bacilles à Gram positif présentent 

des taux de survie très bas. Etant donné les variations considérables de 

résistance selon les espèces bactériennes à Gram positif, i l  semble que la 

composition particulière de la paroi de ces bactéries ne peut pas expliquer 

à elle seule leur résistance au froid. 

Le mode de congélation est également important, Pour les bactéries 

exposées au froid à la surface d'un support solide, le taux de survie 

augmente avec la vitesse de congélation. 

Nos conditions A et B donnent des taux de survie très voisins 

tandis que C et D sont beaucoup plus létales. Il semble donc que, comme en 

milieu liquide, l'un des facteurs à envisager, lors de la congélation de 

microorganismes en surface d'un milieu solide, est la durée de passage de 

la cellule dans la zone eutectique (-2°C à -20°C). La survie des micro- 

organismes, dans nos conditions expérimentales, doit donc être en relation 

avec la vitesse de congélation, Il est intéressant de constater que nous 

pouvons rapprocher nos conclusions des hypothèses de MAZUR ( 4 3 , 4 4 , 4 5 )  

issues de travaux réalisés en milieu liquide, alors que 1 'on aurait pu 

penser que les microorganismes placés à la surface d'un milieu solide, 

allaient passer brutalement de la température ambiante à la température de 

congélation tandis qu'en milieu liquide, ce passage pouvait être graduel. 

L'action prolongée du froid influence également les taux de sur- 

vie .  D'une part, les modes de congélation E et F du Tableau II montrent, 

dans certains cas, des taux de mortalité très élevés par rapport aux autres 

modes. D'autre part, les courbes de la figure 2 montrent, pour les germes 

étudiés, qu'après une destruction'plus ou moins importante selon 1 'espèce 



TABLEAU I I  : Taux de survie des microorganismes en fonction du mode 

de congélation. 

Microorganismes 

E. coli 

C. freundii 

Si, p:d;;m- 9 
P. fluorescens 

S. aureus 

S. faxalis 

B. cereus 

B. pumflus 

Spores de . . 
P-.lg&,512. 

r 

1 

0.75 

O $7 

-150°C en 
l0 mn puis 
maintien à 
-20°C- 24 H 

(vitesse de 
congélation 

lS°C/mn 

O ,46 

0,15 

O ,13 

O ,13 

0,84 

0,72 

6. 10'~ 

10'~ 

1 

-150°C en 
40 mn puis 
maintien a 
-20°C - 24 H 

(vitesse de 
congélation 

4"C/mn 

O ,44 

0,13 

O ,085 

0,035 

0,75 

0,59 

4. 10'~ 

6. 10'~ 

1 

1 1 1 

Naintien à 
-200C - 8 j ,  

2. 10'~ 

8. 10'~ 

1.0'~ 

2. 10'~ 

O ,15 

0,25 

10'~ 

2. 10'~ 

1 

Mode de 

Maintien à 
-200C - 24 H 

(vitesse de 
congélation 

0,2"C/mn 

O ,32 

O ,13 

0,09 

O ,016 

0,70 

0,52 

2,5 10'~ 

10'~ 

1 

1 

O ,82 

O ,85 

des 

C. albicans 

R. muscilaginosa 

1 

O ,60 

O ,70 

subcultures 

congélation 

B a s e  : 1 = Numérations avant congélation 

0,95 

0,80 

Maintien à 
-20°C - 24 

puis -150°C 
en mn 

0,29 

0,12 

O ,O4 

8. lor3 

O $0 

0,40 

10'~ 

2. 10'~ 
- 

1 

-150°C en 
40 mn puis 
maintien à 
-200C - 8 j. 

2. 10'~ 

0 ,O4 

8. 10'~ 

2. 10-~ 

O ,15 

O ,25 

10'~ 

10'~ 

1 - -  

- 0,75 

O ,85 

0,86 

O $0 



considérée, due à la  congélation ini t ia le ,  i l  y a prolongation de 1 'effet  

létal au cours du maintien à basse température. Si cet effet  est faible pour  

un germe résistant au froid tel que R e  muscilaginosa, i l  est  nettement plus 

important pour des germes plus sensibles comme E .  coli ou S. aureus. 

L'extension de la lé ta l i té  au cours du maintien à basse ternpéra- 

ture pourrait être due à l'exposition prolongée des cellules à l a  concentra- 

tion des solutés, 

Fiq. 2 : Survie de microorganismes au cours du maintien prolongé 

a -20°c. 



La recristallisation de la glace au cours de ce maintien. à -20°C 

interviendrait également avec son action dommageable sur la membrane bactérien- 

ne, mais elle est certainement plus importante pour la méthode E où la pre- 

mière congélation à -150°C a sans doute formé des petits cristaux de glace 

instables qui vont changer de tail le et de forme au cours de ce maintien' 

à une température supérieure à -50°C. 

Toutefois, l'un des faits saillants de cette expérimentation demeure 

1 'extrême sensi bi 1 i té des formes végétatives de Baci 11 us à 1 a congé1 ation. 

Certes, on connaît la relative fragil i té physiologique de ces bactéries mais 

on ne s'attendait pas à observer une létalité aussi considérable lors de 

l'exposition aux basses températures. On peut à nouveau se demander si le 

phénomène de sporulation n'est pas une défense contre la destruction des 

formes végétatives placées dans des conditions défavorables, permettant 

ainsi la continuité de 1 'espèce, 

Dans ce cas, la cryorésistance des spores devrait Etre plus grande 

que celle des formes végétatives, .comme cela se produit pour la thermorésis- 

tance. Or, c'est effectivement ce qui se réalise, comme l'indique le Tableau 

I I I  comparant la résistance des cellules végétatives de B. cereus et 

B .  pumilus a trois modes de congélation, avec la résistance de leurs spores 

congelées selon les mêmes techniques 

TABLEAU I I I  : 

S o u c - h e s  - 

B. cereus 

- Formes végétatives 
- Spores 

B. pumilus 

- Formes végétatives 
- Spores 

Taux de survie des formes végétatives et spores de B. cereus 

et B. pumilus congelés selon A, C et E. 

t 

. hiodes de congélation 

A 

6 .10 -~  

1 0 ' ~  

1 0 ' ~  

0,7 

C 

2 ,5 .10-~  

 IO-^ 

1 0 ' ~  

0.5 

E 

1oC5 
7.5 .10e4 

1 0 ' ~  

O ,65 



Les taux de survie sont très considérablement augmentés lorsque 

l'on passe de l'état végétatif à l'état sporulé. 11 s'agit donc de 

1 'apparition de phénomènes nouveaux qui renforcent notre idée de choisir 

l'étude des résistances de ces spores comme modèle expérimental. 

I V  CONCLUSION 
---------- ---------- 

Il apparaît donc à la suite de cette expérimentation, que la survie 

des microorganismes congelés à la surface d'un milieu solide dépend, entre 

autres facteurs, de 1 'espèce bactérienne, de la vitesse de congélation, de 

la durée d'exposition au froid. Ces résultats concordent avec les théories 

émises à la suite de travaux réalisés en milieu liquide car nous concluons 

également que les bactéries à Gram positif sont plus résistantes que les 

bactéries à Gram négatif, homis le cas particulier des Bacillus. De plus, 

1 ' importance de 1 a durée de passage de 1 a ce1 1 ul e dans sa zone eutectique 

est également confirmée par le fait qu'une congélation lente est plus domma- 

geable qu'une congélation plus rapide. 

Enfin, nous pouvons aussi supposer que la mort des cellules bac- 

tériennes au cours d'un maintien en congélation est due à la recristallisa- 

tion de la glace et à 1 'exposition prolongée aux solutés concentrés à 

1 'intérieur et à 1 'extérieur de la cellule. De toutes façons, comme en mi- 

lieu liquide (19~93, 22.33 ) nous constatons qu'au cours d'un maintien à 

basse température le taux de mortalité est initialement élevé puis s'atténue. 

Etant donc en accord avec les hypothèses concernant 1 'action du 

froid sur les bactéries, nous avons adopté les techniques décrites pour 



aborder l'étude de la cryorésistance des spores de Bacillus et, parallèlement, 

voir si l'on pouvait envisager une relation avec la thermorésistance, Ce mo- 

dèle expérimental initialement envisagé trouve encore sa justification dans 

le fait que les spores de B. cereus et sont beaucoup plus cryo- 

résistantes que les formes végétatives. Or, on constate le même phénomène 

en ce qui concerne la thermorésistance. 

Signalons enfin que notre technique pourrait être uti 1 i sée dans 

un autre but. En effet, nos résultats montrent qu'une congélation lente sui- 
f 

vie d'une conservation prolongée à basse température provoque la plus grande 

diminution du nombre de microorganismes sur la surface d'un milieu solide 

qui serait celle d'un produit alimentaire, si l'on fait abstraction de 

l'altération éventuelle des caractères physico-chimiques du produit au cours 

d'une telle congélation kt si l'on ne tient pas compte de 1 'état de surface 

réel de la denrée. Toutefois, notre technique se rapprochant des conditions 

habi tue1 1 es de congé1 ation des al iments , el 1 e permet une approche convenable 
de la survie des microorganismes contaminant la surface des al iments destinés 

à être congelés. 
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C R Y O R E S I S T A N C E  ' D E S  S P O R E S  D E  B A C I L L U S  

R E L A T I O N  A V E C  L A  T H E R M O . R E S I S T A N C E  

1 MATERIEL ET METHODES 

A) SOUCHES UTILISEES 

Nous avons étudié les souches de Bacillus suivantes : 1 
I 

- Bacillus cereus - souche B C 1 

- Bacillus cereus souche B C 2 

- Bacillus coagulans souche B C O 1 

- Bacillus coagulans souche B CO 2 

- Bacillus licheniformis souche B L 1 

- Bacillus pumilus souche B P 1 

- Bacillus subtilis souche B S 1 

Les abréviations (BC 1, B CO 1 etc,. .) sont les noms de code que 

nous avons donné à nos souches pour la commodité des manipulations. 

BI OBTENTION DES SPORES 

Les spores ont été obtenues en laissant vieillir des cultures sur 

gélose nutritive durant deux mois , à 1 a - température ambiante. 

C) CULTURE DES FORMES VEGETATIVES 

Elles sont réalisées sur un bouillon dextrosé et tryptosé additionné 

d'amidon soluble (D,T,B, amidon), Les cultures se font à 30°C durant 18 heures. 



O) PREPARATION DES ECHANTILLONS - 
Les spores sont recueillies sur les géloses nutritives par remise 

en suspension dans un tampon phosphate 0,2 M à pH 7. 

Les suspensions sont ensuite chauffées 10 mn à 80°C pour gliminer 

les cellules végétatives résiduelles. 

La préparation des échantillons à congeler et des témoins est 

réalisée de la façon décrite précédemment. 

E) CONGELATIONS- DECONGELATION - MISE EN EVIDENCE DES GERMES SURVIVANTS 
Toutes ces techniques ont été précisées au chapitre 1. Le milieu de 

hise en évidence des germes survivants est le D.T.B. amidon gélose à 15 g 

dlagar/l i tre. Les températures dl incubation sont dea 30°C. 

FI THERMORESISTANCE DES SPORES 

Des parties aliquotes des suspensions de spores en tampon phosphate 

à pH 7 sont réparties, à raison de 0,5 ml, dans des tubes de 18 x 0,9 placés 

au bain-marie bouillant. Des tubes sont retirés à des temps différents crois- 

sants et leur contenu versé dans 15 ml de D.T,B. amidon. 

La durée de résistance à 100°C est déterminée par le dernier flacon 

de D.T.B. amidon présentant une culture après incubation à 30°C. 

Les spores des différentes espëces de Bacillus ont été classées 

de la façon suivante : 

. Thermorésistance à 100°C : moins de 10 mn 

11 II II 
a : 10 à 20 mn 

II II II . : supérieure à 20 mn, 



II RESULTATS ET DISCUSSION 

Le Tableau I V  montre que pour une espèce de Bacil lus donnée, l es  

spores on t  un t aux  de survie pratiquement identique quelle que s o i t  l a  techni- 

que de congélation ut i l i sée ,  Ceci e s t  un  p o i n t  surprenant car ce résul ta t  

diverge de ceux obtenus pr€xédemment, 00 l e  taux de survie des bactéries 

végétatives augmentait avec la  vitesse de congélation. Nous ne pouvons four- 

nir d'explications à ce phénomène, On peut tout au plus supposer que les 

vitesses de congélation ne présentent pas d'écarts suffisants pour  affecter 

differemment les spores d'une même espèce, 

En revanche, on note des variations importantes de sensibil i té  

en fonction de l'espèce. Ceci pouvant a l l e r  de la résistance importante(B S 1 )  

à une t rès  grande destruction (B Cl), 
-- 

Base I : NwniVuLlon d u  4ubcuRIVru avant congU&on 

TABLEAU I V  : Taux de survie des spores de Bacil lus congelées. 
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M o d e s  d e  c o n g é l a t i o n  

A 

1 0 - ~  

5 1 0 - ~  

O ,10 

0.14 

O ,30 

0.70 

O ,58 
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$ 8  lm 
fi 

' 

B 

7 ,5 .10-~ 

1 0 - ~  

0,20 

O ,12 

O ,25 

0,65 

0,70 

B. cereus 

p B c 1  

B .Bc~rius 

B. coagulans 

B C O 1  

B. coaguians 

B C 0 2  

B.l icheniforrnis 

B L 1  

B. pumilus 

B P I  

B. subt i lus 

B S 1  

C 

1 0 - ~  

5.10-~ 

0,20 

0,11 

0.25 

0.50 

O ,58 

D 

5 .loJ 

2.10-~ 

0,21 

0,09 

O ,30 

O ,60 

0 $8 

E 

7,5.10-~ 

3 .10-~  

O ,19 

0,lO 

O ,30 

0,65 

0,64 

F 

5.10'~ 

1 0 - ~  

O ,26 

0,lO 

O ,36 

0,65 

O ,70 



Mais il est intéressant de constater que la cryorésistance de ces 

spores semble para1 lèle à leur thermorésistance, en ce sens que 1 es spores 

capables de résister le plus longtemps à 100°C sont également celles qui 

présentent les taux de survie les plus élevés après congélation et il  exis- 

te de grandes différences de sensibilité au froid entre les trois catégories 

de spores classées selon 1 eur thermorési stance, 

On pouvait penser que le chauffage de la suspension de spores 

avant congél ation sélectionnait les formes résistantes et était ainsi 

responsable de 1 'uniformité des taux de survie en dépit de techniques de 

congél ation diverses, Nous avons fait subir trois modes de congél ation 

différents : As C et F â des spores chauffées et non chauffées d'une 

espèce ayant une thermorésistance et un,e cryorésistance intermédiaires : 

0.  coagulans (souche B C O 1) 

gase I : N u i n W o n  den 6 u b c d Y w ~ a  avant congélaLLon. 

k 

MODES 

DE 

CONGELATION 

A 

C 
- 

F 

TABLEAU V : Taux de survie après congélation de spores chauffées et non 
chauffées de B, coagulans (B CO 1) 

Le Tableau V montre que les taux de survie ne présentent pas de 

variations significatives. Il ne semble donc pas que nous ayons opéré une 

s u r v i e  a p r è s  c o n g é l a t i o n  

suspension de spores 
chauffée 

(80' - 10 mn) 
avant congélation 

O ,33 

0,25 

O ,31 

suspension de spores 
non chauffée 

avant congé1 ation 

O ,30 

0,30 

0,40 



sélection de sporesau stade de la préparation de 1 'inoculum. 

Nous avons également vérifié que les formes végétatives des 

Bacil lus u t i l  isés ne présentaient pas de résistance particul ière aux basses 

températures, en contradiction avec l a  grande sensibil i té  mise en évidence 

au chapitre précédent. Nous avons donc congelé selon le  mode C des cultures 

non sporulées de ces germes. Les résultats du.Tableau VI confirment que la  

t rès  grande l é t a l i t é ,  due au froid,  chez les  formes végétatives de Bacillus 

e s t  une règle applicable au moins aux espèces que nous avons étudiées. 

TABLEAU V I  : Taux de survie des formes végétatives de Bacillus 

congelées à -20°C 24 H, 



II 1 CONCLUSION 
---------- ---------- 

Le fait qu'il y ait une très grande différence entre les sensibi- 

lités au froid des cellules végétatives et des spores de Bacillus, amène 

à penser que l'acquisition de cette résistance est liée au processus de 

sporulation. La relation qui semble exister entre la cryorésistance et la 

thermorésistance renforce cette hypothèse car l'on sait que ce dernier phéno- 

mène apparaît effectivement dans les dernières étapes de formation de la 

spore. 

Il nous a donc paru intéressant d'approfondir le problème en ten- 

tant de comparer les moments d'apparition des résistances aux deux agressions 

physiques durant 1 a sporul ation, 



C H A P I T R E  I I I  



A P P A R I T I O N  D E  L A  C R Y O R E S I S T A N C E  E T  D E  

L A  T H E R M O R E S I S T A N C E  A U  C O U R S  D E  i~ 

S P O R U L A T I O N  

1 MATERIEL ET METHODES : 
............................ ............................ 

A) ETABLISSEMENT DES RESISTANCES AU COURS DE LA SPORULATION 

Pour ce t te  étude, nous avons cho is i  l a  souche B C 1 de B. cereus 

qu i  nous semble suffisamment sensible aux agents thermiques pour présenter 

des va r i a t i ons  s i g n i f i c a t i v e s  des taux de surv ie  au cours de l a  sporogenèse. 

Ce l le -c i  a é t é  conduite selon une technique de sporu la t ion en masse qu i  e s t  

presque t o t a l e  en 8 heures e t  a une synchronisation acceptable, Les bactér ies  

sont cu l t ivées,  dans un premier temps, sur b o u i l l o n  n u t r i t i f  durant 16 heures, 

à 30°C avec agi ta. t ion.  Cette précu l ture  e s t  centr i fugée, lavée par du 

tampon phosphate 0,2 M à pH 7. Le c u l o t  es t  r e p r i s  dans un volume du m i l i e u  

minéral de SCHAEFFER e t  co l  1. ( 7 6 )  ident ique au volume de précul tu re .  Toute- 

f o i s ,  pour permettre un épuisement rap ide du m i l i e u  sans empêcher 1 ' i n i t i a t i o n  

de l a  sporulat ion,  l a  concentrat ion en glucose a é té  abaissée à 0, l  g / l  . 
La suspension c e l l u l a i r e  e s t  mise en ag i ta t ion ,  à 30°C e t  c e t  i n s t a n t  e s t  

p r i s  comme temps zéro ( t o ) .  

Des prélèvements sont e f fec tués toutes l e s  90 minutes e t  l e  déroule- 

l ment cor rect  de l a  sporu la t ion e s t  cont rô lé  à 1 'a ide d'un microscope opt ique 

à contraste de phase LEITZ Ortholux. 

Les prélèvements sont d i l ués  dans l e  tampon phosphate 0,2 M à pH 7 

pour ê t r e  soumis à l a  chaleur e t  au f r o i d  selon l e s  modali tés suivantes : 



D'une part : 0,l ml des dilutions convenables sont étalés sur 

nos supports gélosés maintenus à + 4OC pour permettre un refroidissement 

rapide de 1 'échantillon. Les plaques de gélose ensemencées sont placées au 

congélateur a -20°C durant 24 heures (la modalité de congélation C a été 

retenue pour sa simplicité d'utilisation). 

La décongélation et la mise en évidence des germes survivants 

ont été décrites au chapitre 1. Le milieu utilisé est le D.T.B. amidon gélose. 

D'autre part, des parties aliquotes de 0,5 ml des dilutions loJ 

ont été placées dans des tubes de 18 x 0,9 et chauffées au bain-marie à 

100°C durant 1 minute ou à 80°C durant 10 minutes. Après refroidissement, 

0,l ml de chacune des fractions sont aussi tôt déposés dans une boite de 

Pétri et numérés selon la technique de double couche sur D.T.B. amidon 

gel osé . 
Des témoins sont également réalisés par la méthode de double 

couche. 

Après incubation à 30°C des différentes séries, les colonies sont 

comptées et les résultats exprimés en nombre de cellules revivifiables par 

ml de culture initiale, 

Enfin, certains échantillons ont été soumis successivement à 

1 'action du froid puis de la chaleur, Pour cela, des volumes de 5 ml de 

culture sont filtrés sur membrane MiIlipore (porosité 0,45P ). Les filtres 

sont placés au congélateur à -20°C durant 24 heures puis, après congélation, 

lavés dans 10 ml de tampon phosphate 0,2 M pH 7.  Les suspensions de spores 

ainsi obtenues sont diluées dans le tampon et numérées avant et après chauf- 

fage à 100°C pendant 1 mn, selon le protocole décrit précédemment. 



Le premier dénombrement donne un nombre de spores ayant survécu 

a la congélation. 

Le second dénombrement donne le nombre de spores ayant survécu 

à la congélation suivie de chauffage. 

B) U T I L I S A T I O N  DE MUTANTS ASPOROGENES - 
La seconde partie de cette étude a été réalisée à 1 'aide de 

mutants asporogènes et de la souche sauvage de B. subtilis - Marburg ( c i P  5265). 

Les souches nous ont été fournies par le Professeur P .  SCHAEFFER. II  s'agit 

des mutants : 

OA3 NA bloqué au stade O de la sporulation 

I I A 2 0 T  " 18 1 1 II 

I I I834 
Il Il III " " Il 

La plupart de ces mutahts ont été caractérisés cytologiquement par 

RYTER, SCHAEFFER et IONESCO ( 7 4  ) et génetiquement par IONESCO, M I C H E L ,  

CAMI et SCHAEFFER (3 1 ) 

B. subtilis Marburg et ses mutants ont été cultivés sur le milieu 

de SCHAEFFER et col 1. ( 7 6  ) durant trois jours, avec agitation à 3 0 ° C .  

Pour le mutant VgI4 ~ r y -  exigeant en tryptophane, le milieu est complémenté 

en cet acide amine à rai son de 40. vg/ml. 

La réalisation des essais de thermorésistance, cryorésistance et 

les témoins ont été effectuées comme pour B. cereus. Les résultats sont donnés 



en taux de survie des spores. 

Enfin, la cryorésistance à -20°C durant 24 h des formes végétatives I 

de ces souches, obtenues par culture à 30°C en D.T.B.  amidon, a également 

été contrôlée par les techniques précédentes. 

l C) MICROSCOPIE ELECTRONIQUE 1 
Les dernières étapes de la sporulation ont également été 

contrôlées en microscopie électronique. 10 ml de culture sont préfixés par 1 ml 

d'acide osmique à 2 p. 100 en tampon VeronallAcétate à pH 6 et centrifugés. 

Le culot est repris par 1 ml d'une gélose à 15 g d'agar par litre d'eau 

distillée, maintenue à 45OC. Cette gélose est solidifiée sur une lame de 

verre et découpée en petits blocs de 1 mm3. Ce matériel est traité selon 

RYTER et KELLENBERGER (73). La deshydratation se fait à 1 'acétone et 

1 'inclusion dans 1 'araldite selon GLAUERT et GLAUERT 2 3 . Toutefois, ( 1 
les temps d'imprégnation par la résine sont considérablement augmentés 

(5 à 7 jours) car les spores 1 aissent difficilement pénétrer 1 'araldite. 

Les coupes sont réalisées sur "PORTER-BLUM SORVALL", 

recueillies sur grilles nues et contrastées par le citrate de plomb selon 

REYNOLDS(7i) . L'observation est faite au microscope électronique 
HITACHI HU 11 E sous une tension de 50 KV. 



II RESULTATS ET DISCUSSION 
......................... ......................... 

Pour établir les courbes de la figure 3, nous avons effectué une 

série de manipulations préliminaires dont les résultats concordants ont per- 

mis de choisir une zone de travail qui a été utilisée pour les expériences 

relatives à cette figure, Ces courbes, réalisées en fonction du temps de spo- 

ru1 ation, montrent 1 'augmentation du nombre de ce1 1 ul es sporangiales de 

B. cereus résistantes à nos traitements thermiques. Nous n'avons considéré 

que les évènements intervenant en fin du processus car, aux stades antérieui-s, 

les préspores sont encore trop proches des formes végétatives, sinon dans 

leur structure, tout au moins en ce qui concerne leurs résistances. 

Le fait remarquable est le décalage d'une heure existant entre 

1 'acquisition d'une cryorésistance pratiquement maximale et une thermorésistance 

également proche de son optimum. La sensibilité au froid régresse tri% forte- 

ment vers la fin du stade V de sporulation tandis que 1 'on sait, et nos 

courbes le confirment, que la thermorésistance s'établit au stade VI, avec 

la maturation de la spore. Ces résistances ne sont touefois pas complètes 

à ces stades puisque les taux de survie croissent jusqu'a tZq pour atteindre 

une valeur commune de 0,6, Ces résultats appellent quelques commentaires : 

1') Le taux de survie au froid est de 0,6 alors que dans une ex- 

perimentati on précédente, 1 es spores de ce même microorganisme, congel ées 

de la même façon à -20°C durant 24 h n'avaient un taux de résistance que de 

0 ,O1 (voir Tableau IV), 



NUKLERATION DES 

CELLULES A to 

TEMPS D E  SPORULATION 

Figure 3 : Apparition des résistances au cours de la sporulation de 

B. cereus B C 1 

'It Cryorésistance à -20°C 24 H 

O Thermorésistance à 80°C 10 mn 

@ II à 100°C 1 mn 



C'est la conséquence d'une sporulation réalisée dans des conditiot 

différentes, 

En effet, le milieu de SCHAEFFER, contrairement à la gélose nutri- 

tive, contient des ions minéraux, notamment le calcium dont la présence 

dans le milieu de sporulation conditionne la résistance des spores à divers 

agents par l'intermédiaire du contrôle de la quantité d'acide dipicolinique 

synthétisée par 1 a spore (sa) 

2") Nous avons essayé de rendre les épreuves de résistance cornpar; 

bles, c'est-à-dire donnant des taux de survie très voisins, Ces taux sont 

proches de 0,6 pour des spores complètement formées à tpqB ce qui tend à 

montrer 1 'équivalence, sur 1 e pl an de 1 a destruction ce1 1 ul aire, des modes 

de congélation et de chauffage utilisés, 

Or, les nombres de ce1 lules révivifiables sont différents, selon 

les techniques de destruction, pour un temps de sporulation identique, Ceci 

pourrait être imputable au fait que l'équivalence des essais de résistance 

ne soit pas constante au cours du processus biologique complexe qu'est la 

sporulation. Il faut aussi rappeler que le synchronisme de la culture n'est 

pas parfait dans notre système et que ce facteur influence également les 

taux de survie. En effet, les tracés encore ascendants des diagrammes de 

cryorésistance à partir de t et surtout de thermorésistance à partir de 
7,5 

t8 ,5 indiquent que la maturation des spores déjà formées et la sporulation 

de la culture ne sont pas complètes. 

3") Toutefois, le rapport du nombre de spores résistantes à la 

congélation sur le nombre de spores ayant survécu à un chauffage h' 100°C 

durant une minute, nous permet par un artifice de calcul d'aborder le 

phénomène de 1 'établissement des résistances sous un autre angle. La courbe 

de la figure 4 exprime la valeur de ce rapport en fonction du temps de 

sporulation. De tsP5 à t7,5, la valeur du quotient augmente fortement, ce qt 



TEMPS DE SPORUL.ATION 

Figure 4 

semble signifier qu'il est apparu beaucoup plus de cellules résistantes au 

froid que de cellules résistantes à la chaleur car i l  n'est pas concevable 

que le nombre de ces dernières ait diminué. Puis ce rapport baisse pour 

devenir voisin de 1 à tp4, c'est donc que la valeur de la thermorésistance 

s'égalise avec celle de la cryorésistance par apparition de cellules insen- 

sibles aux fortes températurs puisque, là non plus, le nombre de cellules 

cryorésistantes ne peut *pas avoir regressé. 

Ces résultats et ces arguments sont donc en faveur d'un décalage 

du moment où apparaît la cryorésistance maximum par rapport au moment 00 

s'installe la thermorésistance. 



Nous avons pensé vérifier cette hypothèse en congelant des spores, 

prélevées a différents stades de leur formation, puis en évaluant leur 

thermorésistance. Nous devrions obtenir à t des spores cryorésistantes 
7 85 

mais sensibles à la chaleur tandis qu'à t viendrait la thermorésistance. 
8 85 

Le Tableau VI1 montre que, effectivement, à t les spores ré- 
7 ,5 

sistent à la congélation mais non à la chaleur et que le nombre de cellules 

survivantes au chauffage augmente de t à t mais reste cependant très 7,5 9,5 
inférieur au nombre de spores cryorésistantes. Or, dans l'expérimentation 

précédente, ces taux de survie sont très voisins à partir de t885. 

Avant chauffage Après chauffage 

à '100°C 1 mn à 100°C 1 mn 

TABLEAU VI1 : Dénombrements de spores, prélevées à différents temps de 

sporogenèse, après trai tements thermiques. 

11 ne s'agit pourtant pas d'une sélection de spores résistantes 

aux différents agents thermiques car les dénombrements avant et après chauffage 

donneraient alors des résultats identiques. 



Le froid n'a pas non plus sélectionné les formes résistantes à la 

chaleur puisque les taux de survie après chauffage croissent avec le temps 

de sporogenèse. 11 semble donc que la congélation provoque des lésions 

cellulaires augmentant la sensibilité à la chaleur. Nous avons essayé de le 

confirmer en utilisant des spores matures, prélevées à tp4, et dont on évalue 

la thermorésistance après congélation, Le Tableau VI11 montre effectivement 

une nette diminution du nombre de spores viables à la suite d'un chauffage, 

Ce phénomène sera discuté ultérieurement. 

l 

TABLEAU V I 1 1  : Dénombrements de spore's prélevées à tp4, après 

traitements thermiques. 

4 

Nombre de spores survivantes/ml de suspension de spores congelées 

à -20°C 24 Heures 

Une autre preuve est fournie par 1 'utilisation des spores de 

Avant chauffage à 

100°C 1 mn 

4. 107 

L 

B. subtilis Marburg et de ses mutants soumises aux mêmes facteurs thermiques 

que précédemment, après vérification que les formes végétatives de ces 

Après chauffage à 

100°C 1 mn 

4. 106 

souches présentent une grande létalité à la congélation, comme toutes les 

ce1 lules végétatives des Baci 1 1  us étudiés (Tableau IX) . 



TAUX DE SURVIE 

Base 1 : Numéiration des s u b a e s  avant cangéeaLLan 

TABLEAU I X  : Taux de surv ie  des formes végétat ives de B. s u b t i l i s  Marburg 

e t  des mutants congelées à -20°C 24 heures. 



Base 1 : Numé&n d u  4ubcuLtmu avant c o n g U o n  

Spores de 

43. subti 1 is Marburg 

Souche OA3NA 

" IIR20T 

" III834 

- 

IV 11 T 

II 

914 ~ r y -  

" Sauvage 

TABLEAU X : Taux de survie des souches de B. subtilis Marburg après 

traitements thermiques, 

Le Tableau X rapporte les taux de survie des spores de ces clônes. 

On constate une destruction quasi totale des microorganismes pour 1 es premiers 

stades de sporulation. Mais, comme auparavant, cette expérience met en éviden- 

ce l'apparition d'une cryorésistance complète, identique à celle des spores 

de la souche sauvage ; pour le mutant bloqué au stade V de la sporulation alors 

que la thermorésistance exige une maturité presque complète de la spore qui ne 

Cryorésistance 

à -20°C 24 H 

- 

- 

O ,018 

0,13 

1 

1 

Thermorési stance 
à 100°C 1 mn 

ou 80°C 10 mn 

- 

- 

- 

- 

- 

0,75 

1 

A 



peut être acquise qu'au cours 'du stade VI. 

Enfin, les photos de la planche 1 montrent que la sporogenèse 

s'est effectuée correctement, le stade V étant atteint à t et le stade 
7,5 

VI a tgS5. 

III CONCLUSION 
---------- ---------- 

i Les expériences réalisées avec des souches et des principes diffé- 

rents nous amènent cependant aux mêmes constatations : 

1") Au cours de la sporulation, la cryorésistance s'établit avant 

la thermorésistance ; la durée du décalage est de une heure 

2') S '  i l  est confirmé que 1 a thermorésistance n 'apparaît qu'avec 

l la maturation de la spo're (stade VI), on découvre que la cryorésistance 

devient effective à la fin du stade V, 

Ces deux faits suggèrent que ou bien les mécanismes mis en jeu 

au cours de ces résistances ne sont pas les mêmes ou bien les causes, ou 

certaines d'entre elles, de résistance des spores aux agents de dégradation 

1 sont communes, 1 a différence résidant peut-être en 1 eur importance rel ative . 
I 

Nous envisagerons dans l'étape suivante d'étudier les facteurs 

I physicochimiques propres à la sporogenèse et de relier ces éléments avec 

I l'installation de la thermorésistance et surtout de la cryorésistance 

au cours de la sporulation de B. cereus, 
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C H A P I T R E  I V  



E T U D E  D E  D I F F E R E N T S  F A C T E U R S  E N  R E L A T I O N  

A V E C  L A  C R Y O R E S I S T A N C E  D E S  S P O R E S  

Nous nous proposons de comparer les causes de la thermorésistance 

et de la cryorésistance des spores de Bacillus, 

Mais auparavant, il  est nécessaire d'examiner d'un point de vue 

bibliographique le déterminisme de la résistance à la chaleur, de façon à 

dégager les composantes qui établissent la thermorésistance et ensuite de 

les étudier systématiquement par rapport à la cryorésistance. 

1 LA THEORIE DU CORTEX CONTRACTILE 
.................................... .................................... 

Quelques études en microscopie électronique ont été réalisées sur 

des spores chauffées. Ainsi, PROKOP et HUMPHREY 6 4  ont constaté que ( 1 
les fibrilles kératiniques de la spore de B. stearothermophilus se contrac- 

taient au cours du chauffage et ce serait une cause de la thermorésistance. 

Mais ce sont surtout les transformations physicochimiques accompa- 

gnant la sporogenèse qui ont permis de proposer une théorie capable d'expl i- 

quer la thermorésistance. 

La grande teneur en protéines riches en cystine est une différence 

notable entre les spores et les cellules végétatives de Bacillus. 

PFENNIG ( 5 8 )  a montré que des hydrolysats ce1 lulaires ont un taux plus 

6levé de cystélne chez les spores de B. subtilis et B. mycoldes que dans 

les formes végétatives, Le même résultat a été observé chez Clostridium 

botul inum ( 8 4 ) .  Les protéines riches en cystine sont synthétisées relative- 

ment précocement durant la sporulation. El les sont localisées dans les tuni- 

ques sporales ( 8 5 ,  8 6  ) mais on ne connaît pas le site de leur biosynthèse. 



Découvert en 1953 ( 6  3 ) , 1 'acide d i  p i  co l  in ique sous forme de 

complexe avec l e  calcium a é té  immédiatement associé à 1 'acqu is i  t i o n  

de l a  thermorésistance (16~63.62 ) 

Ac. d i  p i c o l  i n ique  

Le d i p i c o l i n a t e  de calcium apparaî t  durant l a  formation du cortex 

e t  l a  maturat ion de l a  spore, c 'es t -à-d i re  au cours des stades I V  - V I .  

Le s i t e  de biosynthèse n ' e s t  pas connu mais selon KONDO e t  co l1  . (36 )  

chez B. s u b t i l i s ,  l e  premier l i e u  de synthèse pou r ra i t  ê t r e  l e  cytoplasme 

du sporange.La loca l  i s a t i o n  de 1 'ac ide d i  p i c o l  i n i q i e  dans l a  spore n ' es t  

pas bien dé f i n i e .  On l e  trouve dans l e  protoplasme( 9 0  ) e t  su r tou t  dans 

l e  cortex. . 

En ra ison  de l a  haute résistance des spores aux agents l e t aux ,  

on a pensé que l a  spore bactérienne contenai t  beaucoup moins d'eau que 

l e s  formes végétat ives. Pourtant, peu de travaux on t  été r éa l i sés  su r  l e  

su je t .  HENRY e t  FRIEDMAN en 1937 ( 2  7 )  u t i  1 i s e n t  des méthodes de pesée à 

d i f f é r e n t s  degrés de dess icat ion pour déterminer l a  teneur en eau des spores 

e t  ce l l u l es  végétat ives de B. megatherium e t  B. cereus var. mycoides. I l s  

t rouvent  que ces souches perdent respectivement 58 X e t  71 % de l e u r  poids 

en eau pour l e s  spores e t  80 % e t  88 % pour l e s  ce l l u l es  végétat ives.  

Mais par mesure d ' i nd ices  de ré f r ac t i on ,  ROSS e t  BILLING ( 7 2  ) t rouvent ,  

pour l e s  spores des mêmes souches que HENRY e t  FRIEDMAN, des quad t i tés  d'eau 

p lus  fa ib les,  proches de l a  teneur en eau des protéines t e l  l e s  que 1 a l a i n e  

ou l e  c u i r .  Toutefois, ces auteurs pensent que s i  l e s  valeurs absolues ne 

sont  pas comparables, il y a accord pour est imer que l e s  spores cont iennent 

moins d'eau que l es  ce1 l u l e s  végétat ives, L'hypothèse selon l aque l l e  l a  



thermorésistance des endospares bactériennes dépend de la déshydratation 

du protoplasme central a été étayée en 1975 par DRING et GOULD(I~ ) . 
On sait que la rehydratation qui se produit au cours de la germination des 

spores s'accompagne d'une importante diminution de leur thermorésistance. 

Ces auteurs ont montré qu'elle pouvait être complétement restaurée par 

une nouvelle deshydratation osmotique du protoplasme en plaçant les spores 

en germination dans une solution de saccharose, recrééant ainsi approximati- 

vement les conditions de la spore dormante. 

La deshydratation de la spore se réaliserait au cours de la 

sporogenèse, Elle s'expliquerait par la théorie du cortex contractile 

de LEWIS, SNELL et BURR (39) soutenue par les travaux d'autres auteurs 
(29,53,87,90,91 1 . 8 

La contraction des couches de murelne du cortex serait due à une 

stabilisation de forces électrostatiques par le calcium et le di picol inate 

de calcium en particulier. Ce phénomène, ainsi que la formation d'une 

couche kératinique compacte par création de ponts di sulfures dans 1 es 

tuniques sporales, agiraient en synergie pour opérer durant la sporogenèse 

une contraction mécanique du protoplasme sporal , provoquant sa deshydratation 
qui expliquerait la stabilité des spores vis a vis de la chaleur et autres 

agents létaux, 

Après une étude ultrastructurale comparative entre des spores 

chauffées et des spores congelées, nous nous sommes intéressés aux trois 

composantes physicochimiques reliées aux phénomènes de résistance des 

spores : les protéines sporales riches en cystéine, 1 'acide dipicol inique, 

la concentration en eau, 



II MATERIEL ET METHODES 
---..---------------- .................... 

A) MICROSCOPIE ELECTRONIQUE 

L'étude ul trastructurale des spores de B. cereus BC 1 congelées 

et chauffées a été réalisée à partir de suspensions de spores obtenues sur 

gé1 ose nutritive. 

1 - seores-csauffees- 
Un al iquot de 1 'échanti 1 1  on est porté au bain-marie boui 1 1  ant durant 

d i x  minutes, Après refroidissement i l  est versé dans 1 'acide osmique à 

2 p. 100 en tampon Veronal/Acétate pH 6.  Le culot de centrifugation est 

repris par 1 ml d'une gélose à 15 g d'agar par litre d'eau distillée, 

maintenue à 45°C. Cette gélose contenant les spores est solidifiée sur une 

lame de verre et découpée en petits blocs de 1 mm3. 

2 - Spores -------- congelées ----- 

Le culot de centrifugation d'une autre partie du prélèvement est 

repris dans la gélose et découpé comme précédemment puis congelé sur une 

lame de verre à -150°C en 10 minutes dans le caisson CCF 40, Les petits 

blocs congelés sont immédiatement décongelés dans l'acide osmique à 2 p.100 

en tampon Veronal/Acétate pH 6, 

3 - Traitement ----_-____- Four -----__-------- 1 a microscoeie --_-_---_--- électronigug 

Les différents échantillons ainsi qu'un témoin non congelé ni 

chauffé sont traités comme i l  a été décrit précédemment. L 'observation est 

faite au microscope électronique HITACHI HU 12 sous une tension de 75 KV. 



B) DOSAGE DE LA CYSTEINE 

Cette manipulation n'ayant pour but que de mettre en évidence une 

variation de la teneur en cystéïne des cellules en sporillation, i l  n'est 

pas nécessaire de faire un dosage quantitatif précis pour lequel une 

oxydation préalable des échanti 1 lons , par exemple par 1 'acide performique, 

s'avère indispensable. Nous avons donc conduit cette étude de la façon 

suivante : 

Au cours de la sporulation de B. cereus BC 1, en milieu de 

SCHAEFFER, des fractions de culture ont été prélevées, centrifugées, lavées 

puis lyophi 1 i sées , Des quanti tés connues des lyophi 1 isats ont été hydrolysées 

par 1 'acide chlorhydrique 5,6 N à 105°C durant 24 heures et le diagramnie 

des acides aminés est obtenu à l'aide.dtun autoanalyseur BECKMAN Multichrom 

suivant le principe général de SPACKMAN et cal1 .(re)adapté par CHARET 

Ce dosage a été réalisé dans le laborataire de Chimie Biologique 

de 1 'Université des Sciences et Techniques de Lille (Professeur MONTREUIL). 

La surface de chacun des pics d'acides aminés est calculée sur 

chaque diagramme. Les quanti tés rel atives d'acides aminés contenues dans 

les échantillons de spores sont calculées en donnant la valeur 1 à 1 'alanine 

sur tous les diagrammes. Cet amino acide a 6té choisi car sa concentration 

est identique dans les formes végétatives et dans les spores 5s ( 1 
C) DOSAGE DE L'ACIDE DIPICOLINIQUE 

Nous avons recherché 1 'acide di picol inique dans des échantillons 

de spores prélevés aux différents stades d'une expérience de sporulation 

de B. cereus BC 1 en milieu de SCHAEFFER. Des aliquots de 20 ml sont centri- 

fugés, lavés et repris dans 8 ml d'eau distillée puis autoclavés à 120°C 

durant 15 minutes, L'acide dipicolinique est dosé par la méthode de JANSSEN 

et co11. (32) . Les résultats sont donnés en fg d'acide dipicolinique par 

mg de poids sec de spores. 



D) DOSAGE DE L ' E A U  CELLULAIRE 

Nous avons extra i t  l 'eau dans les  spores par t ro i s  méthodes : 

deux sont des techniques de pesée dérivées des travaux de HENRY e t  

 FRIEDMAN(^ 7 )  ou BLACK e t  GERHARDT ( 9 ) .La troisième consiste à extraire 

l'eau des spores par un solvant organique e t  à la doser dans ce solvant. 

Les échanti? lons sont prélevés dans une culture de B. cereus BC 1 

aux temps t6,5, t7,5 e t  t de la sporulation. 
8 95 

Des al iquots de 3 ml sont f i l t r é s  sur membrane Mil lipore (porosité 

0,45 p) e t  séchés à l ' a i r  à 30°C pour Ôter l'humidité externe. Nous avons 

vérifié que les spores étaient encore vivantes à la suite de ce traitement. 

Après séchage, les f i l t r e s  sont pesés e t  divisés en 3 séries : 

- les f i l t r e s  de la série "a" sont placés dans des pilul i e r s  hemié- 

tiquement bouchés, contenant 5 ml d'éther éthylique deshydraté sur chlorure 

de calcium e t  gardé anhydre sur sodium. Après 24 heures d1extraction,1'eau 

e s t  dosée dans 1 'é  

B IZOT ( 8 ) . Toute 

ther selon l e  principe de Karl FISCHER ( 2 0 )  adapte par 
\ 

1 a verrerie ut i  1 i sée a é té  séchée à 1 'étuve à 10O0C. 

Ce dosage a été réalisé au Laboratoire de Chimie minérale de l 'université 

des Sciences e t  Techniques de L I L L E  (Professeur H E U B E L ) .  

- les f i l t r e s  de la série "b" sont desséchés sous vide en présence 

d'anhydride phosphorique jusqu'à obtention d ' u n  poids constant. 

- les f i l t r e s  de la série "c" sont desséchés au four à 105°C 

également jusqu'à obtention d 'un  poids constant. 

- les témoins dans toutes les séries sont des membranes Millipore 

sur lesquelles nous avons f i l t r é  3 ml d'eau d i s t i l l ée  s té r i l e .  

- les résultats sont donnés en concentration en eau dans les  spores 



I I I  RESULTATS ET DISCUSSION 
......................... ......................... 

L'étude en microscopie él ectronique des spores chauffées e t  conge- 

lées ne nous permet pas de noter de modifications structurales visibles 

par comparaison avec un échanti 1 lon témoin, Les photographies de 1 a planche I I  

montrent que l ' in tégr i t é  morphologique de l a  spore es t  conservée, Dans tous 

l e s  cas, on retrouve les différentes enveloppes sporales e t  i l  n'y a pas 

de dégradations apparentes au sein du cytoplasme, Il semble donc que l'on 

puisse éliminer d'emblée l es  lésions mécaniques importantes comme seules 

causes de mortalité des spores mûres de B e  cereus chauffées ou congelées 

sel on nos conditions . 
Ceci ayant é té  vérif ié ,  1 'analyse des facteurs physico-chimiques 

rencontrés au cours de la sporogenèse bactérienne reste à envisager. 

La Figure 5 présente l e  diagramme de l'évolution de la teneur en 

quelques acides aminés des spores en cours de formation. Nous n'avons 

présenté que neuf amino acides particulièrement représentatifs. Comme nous 

l'avons d i t ,  nous avons attribué la  valeur 1 à la  quantité d'alanine présente 

dans tous l es  dosages en raison de 1 a constance de sa teneur entre l es  

formes végétatives e t  les formes sporulées de Bacillus 
( 5 8 > .  

Hormis la cystéine, les  acides aminés ne présentent pas de v a r i a -  

tions importantes au cours de la  sporulation. Celles-ci peuvent aussi bien 

provenir des méthodes de préparation des échantillons e t  de dosage que 

d'un processus biologique réel.  Le cas e s t  tou t  autre avec 1 a cystéine. 

En e f fe t ,  la  teneur en cet acide aminé augmente considérablement durant 

1 a sporogenèse. 

De t6,5 à t7,5 l'incorporation de cystéine dans l e s  spores n'est 

pas grande. Par contre, e l l e  s'accélère entre t7 ,5 e t  tgs5, ce qui confirme 
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Ultrastructure de  spores congelées e t  chauffées 
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Figure 5 : Diagramme de la teneur des ce1 lules en acides aminés au coursL- 
de la sporulation de B. cereus B C 1. 



que entre ces périodes, nous sommes aux stades V-VI de la sporulation. A 

partir de la pente de la courbe s'atténue, ce qui signifie que la 

sporulation est pratiquement terminée pour un grand nombre de cellules . 

mais que le synchronisme de la culture n'est pas parfait, Cette cinétique 

d'incorporation de la cystéine dans les spores de B. -- cereus nous permet 

donc de vérifier que la sporul ation s 'effectue correctement mais, surtout, 

elle montre que la synthèse de protéines riches en cystine dans les tuniques 

sporales est un phénomène vraisemblablement non 1 ié à 1 ' installation Je la 

cryorésistance puisque celle-ci atteint son maximum à t tandis que les 
7 95 

dernières enveloppes de la spore ne sont pratiquement complètes qu 'à  tg,5, 

moment ou apparaît logiquement la thermorésistance. Toutefois, il se peut 

aussi que la cryorésistance soit quand même liée à cette synthèse mais alors 

il n'est pas nécessaire que le processus soit complet. 

La Figure 6 présente la cinétique de formation d'acide dipicolini- 

que au cours de la sporogenèse de B. cereus souche BC 1. Comme précédemment, 

elle permet de vérifier une nouvelle fois le bon déroulement du processus 

de sporul ation. Les quantités d'acide di picolonique extraites des spores 

augmentent considérablement de à t8,5, ce qui correspond bien à 

l'accumulation de te composé au cours des stades I V - V I ,  L'apparition du 

plateau de' la courbe à t confirme encore la fin de la sporulation et 895 
1 'imperfection du synchronisme cultural . Mais aussi ce maximum de synthèse 
d'acide dipicolonique à t ne permet de relier ce fait qu'à la thermorésis- 

8 5 
tance et non à la cryorésistance qui est apparue â t7,B, sous réserve que 

si ces phénomènes sont liés, il n'est pas non plus nécessaire que le proces- 

sus soit complet. 

Enfin, le Tableau XI donne les concentrations en eau obtenues par 

nos différents procédés aux derniers stades de la sporulation de notre souche 

de B. cereus. 
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Figure 6 : Accumulation de l'acide dipicolinique dans les cellules de 

B. cereus B C 1 au cours de la sporulation. 



Extraction par 

Dessication par 

Four à 105°C 

TABLEAU X I  : Concentrations en eau dans les spores. 

- .  

Ces mêmes résultats sont représentés différemment dans la figure 7: 

La courbe "a" donne les quantités d'eau extraites des spores par 1 'éther 

anhydre. 

La courbe "bu représente une dessication sous vide en présence d'anhydride 

phosphorique. 

La courbe "c" est le résultat d'une dessication des échantillons au four à 105" 

On remarque immédiatement la diminution importante de la concentra- 

tion en eau entre tsS5 et t7,5 par les procédes "a" et "b" par rapport 

au procédé "c'. Entre t7 ,5 et tBS5, les quantités d'eau ne varient guère 



)Is a : extraction de l 'eau par 1 'éther 

b : dessication par P205 sous vide 

A c : four à 105°C 

TEMPS DE SPORULATION 

Figure 7 : Concentrations en eau des cellules de B. cereus B C 1 
-. 

au cours de la sporulation. 



pour "a" et "b" tandis qu'il y - a  encore une différence pour "c". 

Une concentration approximative de 0,8 dans les spores à t 
6 9 5  

semble valable car, d'une part, à ce stade, la spore a une composition encore 

proche de la cellule végétative et, d'autre part, nous devons également . 

extraire l'eau du sporange qui n'est pas encore lysé à ce stade, 

Mais à tans, la valeur de la teneur en eau obtenue par le procédé 

"c" est proche des résultats de HENRY et FRIEDMAN (2 7) ou BLACK et GERHARDT 

( 9 ) chez différents Bacil lus alors que les méthodes "a" et 'b" d0nnen.t des 

valeurs plus conformes aux résultats de ROSS et BILLING(~~) 

Or, on peut penser qu'une dessication à 105OC est plus brutale 

et complète que par les deux autres techniques utilisées. 

Nous ne discuterons pas plus avant les valeurs absolues des concen- 

trations en eau des spores, nos résultats ne nous permettant pas de conclure. 

Mais on peut dire que les valeurs obtenues représehtent les quanti- 

tés d'eau que nous avons effectivement extrait des échantillons de spores. 

Dans ce cas, on peut envisager que la courbe "c" correspond à l'extraction 

de la plus grande partie de l'eau sporale, les courbes "aHeet "bu donnant 

les quantités d'eau pouvant être extraites par des moyens moins drastiques : 

il s'agirait de l'eau libre cellulaire. 

On observerait donc entre t6,s et t7,5 un abaissement considérable 

de la teneur en eau 1 ibre qui se prolongerait à tg,5. Ceci pourrait corres- 

pondre à la deshydratation subie par le protoplasme sporal au cours de la 

sporogenèse, 

Mais ici le fait important est que la chute brutale de la teneur 

en eau 1 ibre se produit à t7 ,5, moment où est apparue la cryorésistance 

maximale. Il semble donc que l'on pourrait relier la résistance des spores 

à la congélation à leur concentration en eau. 



' 

Cette hypothèse est renforcée par différents arguments : 

1") L'étude ultrastructurale des spores congelées n'ayant pas 

montré d'altérations morphologiques, il faut se tourner vers un ou plusieurs 

processus physicochimiques pour expliquer la mortalité de certaines spores. 

Or, il  est connu que les macromolécules biologiques sont plus sensibles aux 

agents de dégradations lorsqu'elleç sont à l'état hydraté plutôt qu'à 

l'état sec. 

Qu'il s 'agisse de macromolécules de structure, enzymatiques ou 

nucléiques, il est concevable que leur deshydratation relative les protège 

de la congélation comme d'autres causes de dénaturation. 

2 O )  L'un des évènements majeurs à considérer lors de la congélation 

de microorganismes est la circulation de l'eau entreale systëme cellulaire 

et le milieu extérieur ( 4 3 ' 4 4 . 4 5  ) . 11 est plausible que si ce transfert 
- est réduit par la deshydratation partielle de la cellule, 1 'effet létal 

est lui aussi réduit. 

De toutes façons, i 1 semble évident que 1 'eau 1 ibre sera ce1 1 e 

qui donnera le plus facilement descristaux de glace dans une cellule sporale 

exposée aux basses températures. Il n'est donc pas surprenant de constater 

que la diminution de la concentration en eau libre coincide avec l'apparition 

de 1 a cryorési stance. 

IV CONCLUS ION 
========= 

Cette étude morphologique et physicochimique réalisée au cours de la 

sporogenëse de B. cereus amène les faits suivants : 

- la morphologie de la spore ne semble affectée ni par la congélation 
ni par la chaleur, dans nos conditions expérimentales. 



- les cinétiques d'accumulation de cystéine et d'acide di picol ini- 
que dans la spore au cours de sa formation permettent de constater que la 

sporulation s'effectue dans des conditions expérimentales satisfaisantes 

puisque les maxima sont atteints au moment où apparait la thermoréslstance 

à t Mais la cryorésistance s'était installée à t795. 

- la deshydratation de la spore, vraisemblablement due à la 

contraction du cortex débute assez précocement au cours de la sporogenèse. 

A t7,5, l'état de dessication du matériel cellulaire est avancé 

et coyncide avec l'apparition de la cryorésistance. 

11 semble donc que 1 'on puisse établir une relation entre ces deux 

phénomènes et l'hypothèse trouve sa justification dans le fait que les 

macromolécules biologiques sont stabilisées lorsqu'elles ont subi une 

deshydratation et que les échanges aqueux entre le système cellulaire et 

le milieu extérieur sont primordiaux dans le comportement d'un microorganisme 

au cours de la congélation, 

11 est, de plus, intéressant de remarquer que le taux d'hydratation l 
relativement bas des spores bactériennes est aussi donné comme l'une 

des causes essentiel les de :rési stance à d'autres agents létaux. Nous savons 

que c'était le cas pour la chaleur, il semble que ce soit vrai également 

pour la résistance aux rayons x ( 82 ) 

Il apparait donc que ce phénomène est généra1 et qu'il est à évoquer 

en premier lieu lorsque l'on considère l'exceptionnelle capacité de survie 

de la spore placée dans des conditions très défavorables. 

II est alors logique de retrouver cet état de dessication relatif 

des constituants de la spore comme' l'une des causes de la cryorésistance. 



D I S C U S S I O N  E T  C O N C L U S I O N  G E N E R A L E S  

Ce travail avait pour but 1 'étude de la cryorésistance des spores 

bactériennes, 

Mais nous avons voulu aborder le problème sous un angle différent 

de ce1 ui des expérimentations habi tue1 1 ement réal i sées. En e f f e t  , ces derni ères 

sont généralement conduites en milieu liquide et nous avons au contraire 

choisi un support solide pour la congélation de nos microorganismes. Cette 

méthode nous semble posséder l'avantage de supprimer deux facteurs importants : 

l'influence du milieu de suspension et les interactions cellulaires. 

Dans un premier temps, et à titre de témoins, nous avons exposé 

des microorganisines différents à plusieurs modes de congélation sur milieu 

gélosé et nous avons constaté que leurs survies sont fonction des critères 

généralement admis, notamment 1 'espèce bactérienne et la vitesse de congéla- 

tion. A cet égard, il est confirmé que la durée de passage de la ce1 1 ule 

dans sa zone eutectique est un facteur primordial. 

Ayant vérifié la validité de notre technique expérimentale, nous 

avons prouvé que les spores de Baci 11 us présentaient une grande cryorési stance 

par comparaison avec leurs formes végétatives. 11 était alors possible 

d'aborder le sujet en prenant comme modèle d'expérimentation, la relation 

éventuelle entre la cryorésistance et la thermorésistance des spores. 

Soumises à la chaleur et aux basses températures, les ce1 lules 

sporulées montrent effectivement un paral 1ele entre les deux phénomènes, 

en ce sens que les spores les plus thermorésistantes sont également celles 

qui présentent la meilleure survie à la congélation. 11 semble donc que les 

résistances à ces agents physiques sont dues aux mêmes causes, a'rec toutefois, 

la possibilité de variations plus ou moins importantes dans les mécanismes 

concernés, 



L'approche du problème nous semblait devoir être réalisée en cher- 

chant & quels moments s'installent ces résistances au cours de la sporulation. 

Nouscsavons que la thermorésistance est liée à la formation des spores et 

nous mettons en évidence le fait que les formes végétatives de Bacillus 

sont beaucoup plus sensibles aux basses températures que les formes sporulées. 

Ceci nous permet de penser que cryorésistance et sporogenèse sont également 

dépendants. 

Il a éte mis en évidence que la survie à la congélation de 

B .  cereus atteint son maximum au temps t de la sporogenèse, c'est-a-dire 
7,5 

vers le stade V, alors que pour la thermorésistance, il faut attendre le 

temps t8 (stade VI). II y a donc une apparition plus précoce de la cryoré- 
9 

sistance et ceci a été vérifié en utilisant des mutants de B. subtilis Marburg 

bloqués aux différents stades de sporulation, car seules les spores matures 

sont thermorésistantes tandis que les cellules au stade V sont déjà cryorésis- 

tantes. 

Une autre preuve aurait pu être fournie en étudiant la thermorésis- 

tance de ce1 lules en sporul ation, préalablement congelées. Nous pensions 

obtenir de cette façon des spores cryorésistantes cependant encore sensibles 

à la chaleur à tlB5 alors qu'à t viendrait la thermorésistance. La manipu- 
8 95 

lation n'a pas été réellement positive car il s'est avéré que la congélation 

diminuait la thermorésistance alors que 1 'inverse n'est pas vrai. En fait, 

ceci concerne plutôt le mecanisme d'action létale de la chaleur et du froid. 

Il est possible que, dans nos conditions, la chaleur ne dénature 

pas les macromolécules de la spore, alors que la congélation, du fait de la 

formation des cristaux de glace, les laisse dans un certain délabrement. 

Les basses températures n'altèrent pas les cellules selon une loi de 

"tout ourrien" car il est possible d'obtenir un nombre de survivants plus 



grand sur un milieu riche que sur un milieu minimal ou sélectif, ce 

qui montre bien une dégradation partielle de la bactérie. 

Toutefois, ces expériences permettent d'envisager une hypothèse 

tendant à expliquer ces résistances. Si 1 'on sait que la thermorésistance 

est due à l'action vraisemblablement concornittante de trois facteurs : 

l'accumulationde dipicolinate de calcium, la formation de ponts disulfures 

au sein de protéines riches en cystéine et la diminution de la concentration 

en eau de la ce1 Iule ; on peut penser que 1 'un de ces éléments est primordial 

pour la cryorésistance et qu'il apparaît plus précocement que les autres 

au cours de la sporogenèse. 

Si l'étude ultrastructuale des spores matures, congelées ou 

chauffées, ne nous apporte pas d'argument, i l  n'en est pas de même avec l'exa- 

men de l'évolution des trois composantes physicochimiques spécifiques de la 

sporulation. 

Les différents dosages montrent que les teneurs en acide dipicolini- 

que et en cystéine continuent à croitre alors que la cryorésistance est 

déjà installée, cette augmentation se poursuivant jusqu'à l'établissement 

d 'une thermorésistance maximale. 

Par contre, des déterminations des concentrations en eau des 

cellules en cours de sporulation de B. cereus mettent en évidence une 

diminution importante du taux d' hydratation de ces microorganismes et 

notamment, semble-t'il, une perte sensible en eau libre. Or, cette deshydra- 

tation est pratiquement terminée au moment ou apparaît la cryorésistance, 

c'est-à-dire à t7 

Ainsi, les mécanismes de thermorésistance et de cryorésistance 

auraient en commun l'exigence dtun.abaissement de la concentration en eau 

ce1 lu1 aire, 

Les deux autres facteurs, acide di picol inique et ponts disulfures ont 

un rôle mineur dans la cryorésistance mais une importance dominante dans la 



thermorésistance puisque celle-ci ne peut atteindre son maximum que lorsque 

la totalité de la biosynthèse de ces éléments est réalisée. 

Cependant, tout est lié car il faut rappeler que l'élimination 

d'eau au cours de la sporogenèse est le fruit d'un processus particulier 

de contraction mécanique de la spore rendue possible.par l'action synergi- 

que de la synthèse d'une couche kératinique compacte par pontages disulfures 

dans une protéjne riche en cystéine et de 1 'accumulation de dipicolinate 

de calcium. 

Le phénomène essentiel de la résistance des spores à la congélation 

reside en une perte d'eau cellulaire. 

Peut-on extrapoler cette conclusion aux formes végétatives bacté- 

riennes en général ? On sait que la congélation provoque des échanges d'eau 

entre l'intérieur et l'extérieur de la cellule. On pouvait donc penser à lu 

lumière de nos résultats que les différences de sensibilité aux basses tem- 

pératures résultaient de la possibilité pour les cellules végétatives de 

se deshydrater au cours du passage dans la zone eutectique. En effet, si 

les cellules végétatives de Bacillus sont très sensibles, leurs spores ont 

acquis une grande résistance grâce à une deshydratation intense. Il ne semble 

pas que ce soit vrai pour les autres formes végétatives bactériennes car 

leur état d'hydratation est très proche de celui du Bacillus alors que leur 

cryorésistance est voisine de celle des spores, 

11 faudrait envisager que la perte d'eau des bactéries au cours 

de la congélation soit considérable, pour permettre une protection de la 

ce1 lule, C'est peu vraisemblable. 

La cryorésistance due à la deshydratation partielle, mais impor- 

tante, du matériel cellulaire reste donc la propriété des spores de 

Bacil lus . 
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