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Résumé :

La contamination des aliments par des bactéries pathogenes engendre des infections d'origine
alimentaire, constituant une menace significative pour la santé humaine et animale. Pour
réduire cette contamination, l'industrie agroalimentaire utilise des désinfectants, appelés
biocides.

Notre étude se concentre sur la sensibilité des souches de Listeria spp. aux biocides (Quatacid)
sur 20 isolats préleves dans un abattoir avicole , avec des concentrations variant de 0,25 % a 2
%. Nous avons employé la méthode de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) pour
détecter les isolats résistants ou sensibles aux biocides et déterminer la CMI des isolats
sensibles. La majorité des isolats présentent une CMI de 1 %, certains une CMI de 1,25 %,
tandis que d'autres ont des valeurs inférieures a 1 %.

En genéral, les biocides inhibent efficacement Listeria, mais il est crucial de les utiliser
correctement.

Mot clés : Listeria, biocides, , CMI, Sensible

Abstract:

Contamination of food by pathogenic bacteria leads to foodborne infections, posing a
significant threat to human and animal health. To reduce this contamination, the food industry
uses disinfectants known as biocides.

Our study focuses on the sensitivity of Listeria spp. strains to biocides (Quatacid) on 20 isolates
collected from a poultry slaughterhouse, with concentrations ranging from 0.25% to 2%. We
employed the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) method to detect resistant or sensitive
isolates and determine the MIC of sensitive isolates. The majority of isolates have an MIC of
1%, some have an MIC of 1.25%, while others have values lower than 1%.

In general, biocides effectively inhibit Listeria, but it is crucial to use them correctly.

Keywords: Listeria, biocides, MIC, sensitive
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

Le phénomene de résistance des Listeria aux biocides est une préoccupation croissante dans le
domaine de la sécurité alimentaire et de la santé publique. Les biocides, tels que les
désinfectants et les agents de nettoyage, sont largement utilisés pour éliminer les Listeria et
d'autres pathogenes des surfaces alimentaires et des environnements industriels. Cependant,
des études récentes ont montré que certaines souches de Listeria monocytogenes et d'autres
especes de Listeria peuvent developper une résistance aux biocides, ce qui compromet leur

efficacité (Martinez-Suares et al., 2016).

Cette résistance peut résulter de mécanismes divers, tels que la modification des membranes
cellulaires pour prévenir I'entrée des biocides, I'activation de systémes de detoxification pour
neutraliser les biocides, ou encore des mutations génétiques conduisant a une moindre
sensibilité aux agents antimicrobiens. Ces adaptations peuvent étre favorisées par une
exposition continue aux biocides, notamment dans les environnements ou ces produits sont

largement utilisés (Varela et al., 2013).

La résistance des Listeria aux biocides représente un défi majeur pour la sécurité alimentaire,
nécessitant une vigilance constante. Il est crucial de surveiller et de comprendre I'émergence
de ces phénomenes afin d'améliorer les stratégies de contréle des contaminations.

Dans cette perspective, nous avons entrepris cette étude pour évaluer I'efficacité d'un biocide
sur des Listeria isolées dans un abattoir. Cette recherche se divise en une revue de littérature
approfondie et une section expérimentale détaillant les méthodes utilisées, les résultats obtenus,

ainsi que leur discussion approfondie.
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Chapitre I: Listeria

Chapitre I: Listeria

I.1. Historique et généralités

Au début du XXe siécle, la découverte de la Listeria est attribuée a des cas de listériose chez
les humains et les animaux. En 1918, Dumont et Cotoni ont identifié une bactérie dans le
liquide céphalorachidien d’un soldat souffrant de méningite (Sautra et al., 1998). Lors d’une
épidémie de listériose en 1926, une équipe de chercheurs de I’Université de Cambridge a isolé
un petit batonnet Gram-positif a partir de tissus nécrosés de cobayes de laboratoire (Murray
et al., 1926).

Un an plus tard, en Afrique du Sud, Pirie a découvert la méme bactérie dans les foies de
différentes espéces de gerbilles africaines et I’a nommée Listerella hepatolytica (Gray et al.,
1966). En 1940, Pirie a proposé le nom de Listeria monocytogenes, qui a été retenu et inscrit
dans les « Approved Lists of Bacterial Names ». Ce document, publi¢ dans 1’International
Journal of Systematic Bacteriology », recense tous les organismes procaryotes identifiés
jusqu’au ler janvier 1980 (Skerman et al., 1980).

1.2. Taxonomie

Dans le Bergey’s Manual de 1986, les Listeria sont caractérisées comme des batonnets Gram
positifs, réguliers et non sporulant (Larpent, 2004). Le genre Listeria appartient a la sous-
branche Clostridium, qui englobe des bactéries en faible proportion et comprend également les

genres Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus et Brochothrix.

Le genre Listeria se composait jusqu’en 1998 de six espéces réparties en deux groupes
génétiques distincts : le premier groupe inclut L. monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri, L.
welshimeri et L. ivanovii, tandis que le second groupe est représenté par L. grayi (Sutra, 1998).
Depuis, d'autres espéces ont été découvertes, portant le nombre d’espéces connues de Listeria

a 26 ; la derniere espéce identifiée étant Listeria farberi (Carlin et al., 2021).

I. 3. Caracteres morphologiques

Les Listeria sont de petits bacilles, mesurant entre 0,4 et 0,5 um de diametre et de 0,5a 2,0 um
de long, avec des extrémités arrondies (figure N°1). Ce sont des bactéries a Gram positif qui,
en microscopie optique, présentent différentes formes : bactéries isolées, associées en V ou en
paralléle. Elles ne possédent ni capsule ni spores. A 20-25°C, elles sont mobiles grace 45 & 6

flagelles péritriches, mais deviennent peu mobiles ou immobiles a 37°C (Federighi, 2005
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Figure N°1: Microscopie électronique de L. monocytogenes (Berche, 2022).

1.4. Caracteres biochimiques
Les caractéres biochimiques des Listeria sont rapportés dans le tableau N°1 (Larpent, 2004)

Tableau N°1 : Caractéristiques biochimiques de genre de Listeria (Larpent. 2004).

Oxydase
Urease

Indole

Gaz en Glucose
ONPG
Gélatinasse

Xylose, manitol,Ribose

1.5. Caractéres culturaux

Listeria a la capacité de croitre en présence d’oxygene ou en son absence. En laboratoire, sur
gélose nutritive, elle développe des colonies translucides, arrondies, lisses, légérement
convexes, de 0,5 a 1,5 mm de diametre, en 24 a 48 heures a 37°C, présentant des reflets bleutés
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en lumiére oblique. Sur gélose au sang de mouton ou de cheval, Listeria monocytogenes forme
des colonies B-hémolytiques (AFSSA, 2000; Sutra, 1998).

1.6. Caracteres physiologiques

1.6.1. Température et croissance

Cette bactérie montre une température optimale de croissance entre 30 et 37°C, comme indiqué
dans la section sur la microbiologie prévisionnelle. En expérimentation, sa croissance a été

observée dans une plage de température allant de -2 & +45°C (Augustin, 1999).
1.6.2. pH et croissance

Selon le Manuel de Bergey, Listeria monocytogenes peut croitre dans une plage de pH allant
de 5,6 4 9,6, avec un pH optimal autour de 7 et une préférence pour des conditions Iégérement
alcalines. Des études ont montré que Listeria monocytogenes peut initier sa croissance a des
pH inférieurs a 5, bien que sa tolérance a ces conditions acides soit moindre qu'a des pH plus

élevés. Malgré cela, Listeria est capable de survivre jusqu'a un pH de 3,26 (Larpent, 2004).

La capacité de croissance de Listeria monocytogenes est étroitement liée a la température,
comme indiqué dans le tableau N°2.

Tableau N°2 : Croissance de Listeria monocytogenes sur Trypticase Soy Broth
(Kaissmoun, 2009)

4,39-4,62
4 ,39-4,63
4,62-5,05
4,62- 5,05
5,23-5,45

° = température, C= degré Celsius
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1.6.3. Sel et croissance

Dans les solutions contenant plus de 10% a 11% de NaCl, Listeria monocytogenes ne se
développe pas (Afssa, 2000). Cependant, certaines souches ont la capacité de résister a des
niveaux de salinité accrus, comme celles observées dans les saumures de fromagerie avec une
concentration de 13 a 14% de NaCl (Farber, 1992).

1.6.4. Aw et croissance

La valeur optimale pour I'Aw est de 0,97, mais la croissance est possible a partir de 0,943. En
revanche, si I'Aw est inférieur a 0,92, la croissance ne se produit pas. Cependant, le germe reste
viable pendant plusieurs jours sans se multiplier a des valeurs d'Aw plus faibles. En d’autres
termes, la croissance bactérienne est optimale a un niveau d'Aw de 0,97, mais elle peut encore
se produire a un niveau légerement inférieur de 0,943. Si le niveau d'Aw est inférieur a 0,92,
la croissance bactérienne ne se produit pas, mais le germe reste viable pendant plusieurs jours

sans se multiplier (Farber, 1992).

1.7. Caracteres antigéniques

1.7.1. Sérotypie

Dans le genre Listeria, les sérovars sont définis en fonction de deux types d’antigénes :

e Lesantigenes somatiques O thermostables, désignés de | a XV.

e Les antigenes flagellaires H thermostables, désignés d’A a Z.

Il existe 16 variétés de sérotypes de Listeria (Tableau N°3), chacun étant défini par la présence
de diverses protéines antigéniques O et d’une ou plusieurs protéines antigéniques H. La

composition antigénique de ces sérovars est répertoriée dans le tableau (Federighi, 2005).

Tableau N°3 : différents sérotypes des especes de Listeria (Larpent, 2004).

1/2a, 1/2b, 1/2c,3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4¢, 7

3, 6a, 6b, 4ab
5
1/2a, 1/2b, 1/2c, 4b, 4c, 4d, 6b
1/2a, 4c, 6a, 6b
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1.7.2. Lysotypie
La Lysotypie, basée sur la sensibilité des bactéries aux bactériophages, vise a définir le

lysotype, c'est-a-dire les phages ayant une activité lytique contre une souche donnée. Cette
méthode, plus précise que la sérotypie, permet de classer les souches d’un méme sérotype,
principalement pour la surveillance des listérioses. Cependant, elle peut étre limitée en termes
de capacité de typage, car toutes les souches ne sont pas lysotypables. Son utilisation est
restreinte aux Centres Nationaux de Référence en raison de I'expertise requise et de la rareté

des phages disponibles (Audurier et al., 1977 ; Rocourt et al., 1985).
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Chapitre Il : Sensibilité et résistance aux biocides

I1.1. Définition d’un biocide

Les biocides englobent un large éventail de produits d’hygiéne générale susceptibles d'avoir
des effets sur I'nomme, I'animal ou I'environnement. 1ls sont utilisés dans plusieurs domaines,
tels que la médecine, I'industrie agroalimentaire, et divers secteurs du commerce (CIPR, 2010).
Selon la directive européenne (n° 528/2012), les produits biocides se définissent ainsi : « toutes
les substances et préparations (mélanges) constituées d'une ou plusieurs substances actives,
contenant ou générant ces substances, qui sont présentées sous la forme dans laquelle elles sont
livrées a l'utilisateur et destinées a détruire, repousser ou rendre inoffensifs les organismes
nuisibles, & prévenir leur action ou a les combattre de toute autre maniére, par une action autre
qu'une simple action physique ou mécanique ».

Il existe genéralement quatre groupes de biocides, classés selon leur catégorie d'action, et
environ 22 types de produits au total, classés en fonction de leur cible : les désinfectants
(utilisés pour la désinfection des mains, des surfaces en contact avec les denrées alimentaires,
de I'eau, etc.), les produits de protection (comme la protection du bois et du cuir), les produits
de lutte contre les nuisibles (insecticides, rodenticides, etc.), et d'autres produits biocides
(comme les peintures anti-salissures) (MTE, 2020). En raison de la grande variété et de la
toxicité des produits biocides, ils doivent étre utilisés avec précaution sous un encadrement

réglementaire strict, tout en respectant les conditions de conservation et d'utilisation.

11.2. Classification et mode d*action des agents antimicrobiens

Chaque produit contient un principe actif qui lui permet d'assurer sa fonction. Le terme
"principes actifs antimicrobiens” désigne toutes les substances destinées a détruire les
microorganismes ou a empécher leur croissance. Selon le mode d'action des agents
antimicrobiens, leur nom se termine généralement par deux suffixes : "cide" si I'agent a un effet
letal (bactéricide, fongicide, algicide et virucide) et "statique” si I'effet est seulement inhibiteur
(bactériostatique et fongistatique) (Oulmi, 2017).

La classification des agents antimicrobiens varie selon plusieurs criteres : la nature physique
ou chimique des principes actifs, leur mode d'action sur les différentes structures ciblées, et
leur potentiel 1étal. Ainsi, la létalité de ces produits permet de les classer en deux groupes : les

produits létaux et les produits non Iétaux (Allion, 2004).
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11.2.1. Produits létaux

Les produits létaux sont des agents physiques (comme les hautes températures et les ultrasons)
ou chimiques (comme les désinfectants) dont le r6le principal est d'éliminer et de détruire les
microorganismes. Ce groupe se divise en deux catégories selon leur réaction chimique : les

produits a action létale spécifique et les produits a action létale non spécifique (Oulmi, 2017).

11.2.1.1. Produits a action létale non spécifique

Leur action n'est pas spécifique, mais rapide, brutale et temporaire. lls sont chimiquement tres
réactifs (Allion, 2004) et se classent comme suit :

A. Oxydants : Ce sont des substances souvent utilisées comme biocides, dont la létalité
est due a I'oxydation des systémes enzymatiques (libération d'oxygene), altérant les
groupements thiol libres des acides aminés (S-H) (Oulmi, 2017). Le peroxyde
d'hydrogéne et I'acide peracétique sont les plus couramment utilisés.

B. Halogenes et leurs dérivés : Ces substances sont utilisées comme désinfectants
dans plusieurs domaines (industrie alimentaire et laitiére, hopitaux et usage
domestique), comprenant les composés chlorés qui sont trés utilises pour la
désinfection de I'eau potable (Allion, 2004) et I’iode qui est utilis¢ comme
désinfectant pour la peau.

C. Acides et les bases : les acides sont utilisés comme désinfectants pour I'nygiéne
humaine et vétérinaire (acide citrique, acide lactique et acide glycolique) ou comme
conservateurs. Leur efficacité repose sur la dissociation des acides et la libération des
protons (ions H+) dans le milieu intérieur de la cellule arrétant ainsi la croissance
cellulaire.

Concernant les bases, leur efficacité repose sur la concentration en ions hydroxydes
(OH-), qui entraine une augmentation du pH, affectant l'activité enzymatique
métabolique et la structure cellulaire de certains organites (dénaturation des protéines)
(Allion, 2004 ; ANSES, 2019).

D. Alcools : tels que I'éthanol et l'isopropanol, sont fréquemment utilisés comme
désinfectants. Ils agissent comme bactéricides, fongicides, et parfois comme
virucides pour les virus contenant des lipides, mais ne sont pas sporicides (Allion,
2004). Leur mode d'action repose sur la dénaturation des protéines et la dissolution

des lipides membranaires, entrainant une lyse cellulaire (ANSES, 2019).
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11.2.1.2. Produits a action létale spécifique

Ces produits ciblent spécifiqguement certains microorganismes, agissant de maniere sélective
sur des structures ou des processus biologiques essentiels. Ils sont congus pour maximiser leur
efficacité contre les cibles visées tout en minimisant les effets sur d'autres organismes. Cette
specificité permet une action précise et efficace dans le contrdle des microorganismes
indésirables.

Ce groupe comprend notamment les ammoniums quaternaires, les biguanides et les dérivés

phénoliques (Massicotte, 2009).

11.2.2. Produits non létaux

Les produits non létaux, agissant seulement comme inhibiteurs de croissance, comprennent
principalement les métaux (comme les dérivés mercuriels, du cuivre, du zinc, de l'argent...) et
les colorants (Allion, 2004). Ces produits sont utilisés comme compléments alimentaires,

conservateurs ou dans d'autres applications (INERIS, 2013).

I1. 3. Résistance aux biocides

Le terme "résistance aux antimicrobiens" est relatif et comporte plusieurs définitions basées
sur différents criteres (génétiques, biochimiques, microbiologiques). La résistance se référe a
I’insensibilité relative d’un micro-organisme a un traitement spécifique dans des conditions
données. Pour les agents antibactériens, elle est habituellement évaluée par la concentration
minimale requise pour provoquer un effet déterming, tel que I’inhibition de la croissance, sur
une population de cellules.

Une souche est considérée comme résistante lorsqu'elle peut survivre a une concentration de
biocide ou de produit biocide notablement plus élevée que celle qui inhibe le développement
de la majorité des autres souches. Cette définition est souvent liée a la mesure de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) et de la concentration bactéricide minimale (CMB)
requises pour observer un effet visible sur la population bactérienne (Gilbert et McBain,
2003).

11.3.1. Origine de la résistance aux biocides
Il existe deux types de résistance des bactéries aux biocides : intrinséque et acquise (Anses.

2016).
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A) Résistance intrinseque

On parle de résistance naturelle (innée ou insensibilité) lorsque celle-ci est présente
chez toutes les bactéries de la méme espéce ou du méme genre bactérien, ce qui peut
servir de critére d'identification. Cette forme de résistance est permanente et d'origine
chromosomique. Elle est conditionnée par des facteurs tels que les particularités
structurales de la paroi cellulaire, qui empéchent les substances antibactériennes
d'accéder a leur cible, ou encore par I'absence de cette cible, par exemple.

La résistance naturelle est stable et transmise a la descendance par transmission
verticale, mais elle n'est généralement pas transférable d'une bactérie a une autre par
transmission horizontale (Tortora et al., 2011).

B) Résistance acquise (extrinséque)

Cette forme de résistance survient lorsque quelques souches d'une méme espece,
normalement sensibles a une substance antibactérienne (biocide), deviennent
résistantes. Elle peut étre acquise par mutation (responsable des résistances endogenes)
ou par la transmission d'éléments génétiques mobiles (responsable des résistances
exogenes), tels que les plasmides, les transposons, les intégrons (par conjugaison), les
genes portés par des bactériophages (par transduction), ou encore des genes présents
sur des fragments d'’ADN libre (par transformation). Le transfert des genes de résistance
peut s'effectuer a I'intérieur d'une méme espéce bactérienne mais aussi entre différentes

espéces bactériennes (Maillard, 2018).

11.3.2. Mécanisme de résistance aux biocide

La résistance aux biocides est relativement rare et semble étre due a la diversité des cibles
cellulaires ainsi qu’un manque général d’enzymes de détoxification connus. Elle découle
généralement de modifications cellulaires affectant I’accumulation des biocides, telles que des
altérations de I’enveloppe cellulaire limitant 1’absorption ou la mise en place de mécanismes
d’efflux (figure N°2). Cependant, bien que peu fréquentes, des mutations des sites cibles
peuvent également entrainer une résistance aux biocides (Pool, 2002).

De plus, la présence de déterminants de résistance aux biocides, souvent associés a ceux des
antibiotiques, pourrait conduire & une co-sélection lors des pratiques de désinfection tout au
long de la chaine alimentaire, favorisant ainsi la sélection de pathogénes alimentaires résistants
de maniére croisée. (Conficoni et al., 2016). En outre, il convient de considérer les situations

particuliéres telles que les biofilms et I'effet protecteur exercé par les protozoaires (Anses,
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2016). En effet, les bactéries qui forment un biofilm peuvent développer une résistance aux
agents antimicrobiens de 10 a 1000 fois plus élevée. Cette capacité accrue a résister aux
traitements antimicrobiens peut étre attribuée a plusieurs facteurs, certains auteurs préférant
parler de tolérance plut6t que de résistance (Tremblay et al., 2014).

Antibiotique

® Impermeabilite Systeme d'efflux actif

Paroi Modification cible

¥ . T

Ribosome
Modification enzymatique

En rouge les principales modifications a 1’origine des résistances.

Figure N°2: Principales structures bactériennes impliquées dans la résistance aux
antibiotiques.( Anonyme,2024).
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PARTIE EXPREMENTALE

1.Objectifs :

L'objectif de cette étude est d'évaluer la sensibilité des isolats de Listeria spp. Provenant de
carcasses et de surfaces dans un abattoir avicole vis-a-vis des biocides couramment utilisés en
industrie agroalimentaire par la méthode de CMI sur microplaque. Le genre Listeria est connu
pour étre un contaminant fréquemment retrouvé dans les abattoirs avicoles (Bouayad et al.,
2015), ce qui constitue une préoccupation majeure pour les industriels souhaitant produire des
produits sains. A cette fin, les industriels mettent en place des plans de nettoyage et de
désinfection de leurs installations et équipements, et le choix d'un désinfectant efficace est plus

que crucial.

Pour cette étude, nous avons choisi un produit couramment utilisé dans I'industrie
agroalimentaire, réputé pour son efficacité. Il s'agit d'un désinfectant a base d'ammonium

quaternaire, le QUATACID, qui inhibe la croissance de la plupart des bactéries.

Notre étude a été menée au laboratoire HIDAOA de I'Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire
d'Alger durant le mois de Mars 2023,

11. Matériels

I1.1. Isolats bactériens étudiés
Les isolats de Listeria spp. Testés dans cette étude ont été aimablement fournis par le
laboratoire de recherche HASAQ. Les isolats utilisés dans notre étude sont répertoriés dans
le tableau N°4.
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Tableau N°4 : Isolats de Listeria spp. étudiés

Isolat 01 53
Isolat 02 Li63
Isolat 03 91
Isolat04 Li24
Isolat 05 34
Isolat 06 Lil126
Isolat07 108
Isolat08 43
Isolat09 51
Isolat10 119
Isolat 11 Li22
Isolat12 86
Isolat 13 125
Isolat14 163
Isolat 15 Li40
Isolat 16 98
Isolat 17 Li47
Isolat 18 Li49
Isolat 19 48
Isolat 20 Li129

11.2. Biocide testé

Le QUATACID est un biocide concentré a 5 %, utilisé principalement dans les industries
agroalimentaires pour ses propriétés détergentes et desinfectantes. Il contient de I’ammonium
quaternaire qui est un surfactant cationique et de I'acide phosphorique, ce qui lui permet d'agir

efficacement comme inhibiteur de croissance sur de nombreuses bactéries.

Les biocides a base de QAC sont particulierement populaires en raison de leur large spectre

d'activité antimicrobienne, leur facilité d'utilisation et leur compatibilité avec d'autres additifs.

Le produit QUATACID est fabriqué en Algérie et distribué par la Sarl KIMYA



PARTIE EXPREMENTALE

La sensibilité des bactéries a été évaluée en utilisant différentes concentrations, choisies

selon :

. Les recommandations des fournisseurs.
. Les spectres d'activité du produit.

. Les concentrations utilisées par les industriels.

11.3. Matériel de laboratoire

11.4. Milieux et réactifs microbiologiques:

Etuve 37C°

Autoclave
Micropipette

Boites de pétri

Flacons stériles
Pipettes Pasteur
Agitateur magnetique
Anses stériles

Balance de précision
Densitometer (Accuchek)
Tubes a essaie en verre
Tubes en verre

Microplaques

QUATACID

TSB : Le bouillon Trypticase soja
Gelose nutritive

Eau physiologique stérile
Bouillon BHIB
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111. Méthodes

111.1. Revivification des isolats

Chaque isolat choisi pour cette étude a éte revivifié en le cultivant sur des boites de gélose
nutritive. Chaque boite a été ensemencée avec un aliquote d’une culture bactérienne conservée
a -20°C, correspondant a un isolat de Listeria spp. L'ensemencement a été réalisé selon la
méthode d'ensemencement par épuisement sur gélose. Les boites ont ensuite été incubées a
37°C pendant 24 heures.

I11.2. Préparation des différentes concentrations du biocide (figure N°3).

Le biocide sélectionné pour étre testé est concentré a 5%, et le fabricant recommande de
I'utiliser dans des solutions a 2%. Le choix des concentrations utilisées a été motivé par le
besoin de confirmer l'efficacité de la concentration indiquée sur les isolats de Listeria obtenus
a partir d'un abattoir avicole.

Des concentrations inférieures a celle recommandée ont été choisies pour évaluer la sensibilité
des isolats & des concentrations réduites, ce qui pourrait permettre de minimiser les codts de
désinfection. Les concentrations supérieures a 2% ont été sélectionnées pour déterminer a
quelles concentrations le biocide demeurait efficace, dans le cas ou il ne le serait pas a 2%
comme recommandé par le fabricant.

Les concentrations utilisées sont répertoriées dans le tableau N°5

Tableau N°5 : Différentes concentrations du biocide utilisé
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Figure N°3 : Préparation des concentrations du biocide ( Photo personnel).

111.3. Préparation des suspensions bactériennes

A partir d’une culture pure de 24 heures sur gélose nutritive un inoculum est préparé. Quelques
colonies sont raclées a aide d’une pipette et introduites dans un tube contenant 5 ml d’eau
physiologique stérile. La suspension bactérienne est homogénéisée et sa turbidité est ajustée a
0.5 McFarland.

I11.4. Tests sur microplagues

111.4.1. Préparation de ’inoculum bactérien

Pour chaque suspension bactérienne de 0,5 McFarland préalablement préparée, nous préparons
un inoculum combinant un volume de bouillon BHIB avec ladite suspension bactérienne
préparée.

Pour chaque inoculum, il faut s'assurer que chaque 10 ml de bouillon BHIB contiennent

précisément 50 ul de la suspension bactérienne, conformément a la méthode décrite par Shug
(2020).

La procédure se déroule de la maniere suivante :

1. A l'aide d'une seringue, prélevez 60 ml de bouillon BHIB.
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2. Transvasez le volume de BHIB obtenu dans un flacon stérile.
3. Ensuite, ajoutez 300 pl de la suspension bactérienne a ce flacon. Conserver les flacons a une
température de 2-8°C jusqu'a leur utilisation.

111.4.2. Remplissage des microplaques

Une microplaque est utilisée pour tester les différentes concentrations préparées du biocide sur
Listeria. Différentes concentrations sont utilisées pour évaluer leur potentiel antimicrobien.
Pour chaque puits de la microplaque, 100 ul de I’inoculum bactérien préparé avec le BHIB et
100 pl de solution de biocide a tester. Chaque ligne correspond a une concentration de biocide
precise.

Les 2 derniéres lignes de la microplaque sont réservées aux contrbles positifs (solution
bactérienne seule) et négatifs (BHIB). Les microplaques sont incubées a 37°C pendant 24
heures pour permettre la croissance bactérienne et I'observation de l'activité antimicrobienne
du biocide.

FigureN°4 : Microplaques remplies par les différentes concentrations du biocide (Photo
personnel).
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I11.5. Lecture
La lecture est réalisée a I'ceil nu, les microplaques sont visualisées sous une lumiére blanche,
et le premier puits ne présentant pas de troubles (coloration transparente) est considéré comme

correspondant a la concentration minimale inhibitrice (CMI).

I11. Résultats et discussion.

IV.1. Résultats des CMI obtenues pour chaque isolat :
La lecture des microplaques a permis d’observer les valeurs de CMI rapportées dans le tableau

N°6 et figure N°05.

Tableau N°6 : concentration minimale inhibitrice par 1’activité de biocide

53 1%
Li63 1%

91 1%
Li24 1%

34 1%
Li126 1%
108 1%

43 0.75%
51 0.25%
119 1.25%
Li22 1%

86 1%
125 1%
163 1%
Li40 1%

98 1.25%
Li47 0.5%
Li49 1%

48 1%
Li129 0.5%
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CMI(mg/L) : La concentration minimale inhibitrice observée pour chaque isolat
avec biocide.

1,4
1,25 1,25

1,2
1

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11

1
0,8 0,75
0,6 0,5 0,5
04

0,25

0,2

0
53 Li63 91 Li24 34 Li126 108 43 51 119 Li22 86 125 163 Li40 98 Li47 Lid9 48 Li129

Figure N°5 : Concentrations minimales obtenue pour chaque isolat

Nous avons rassemblé les isolats qui ont montré la méme CMI et avons obtenus les résultats
représentés dans la figure N°4.

70
70

60

50

40

30

20 10 10

v ‘5 ‘ ‘5 ‘
0.25% 0.5% 0.75% 1% 1.25%

B NOMBRE DISOLATS ®%

Figure N°6: Pourcentage des isolats ayant présenté la méme CMI
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Les résultats de la lecture des microplaques ont révélé des valeurs de Concentration Minimale
Inhibitrice (CMI) pour les 20 isolats testés, toutes inférieures a la concentration de 2%
recommandée par le fabricant. Ces résultats attestent de I'efficacité du produit biocide «
Quatacide », qui est composé de composés d'ammonium quaternaire (CAQ), et démontrent que

la concentration recommandée est suffisante pour éliminer efficacement les bactéries.

Nos résultats ont également montré que tous les isolats de Listeria testés étaient sensibles au
biocide utilisé. Cependant, une disparité a été observée quant aux concentrations nécessaires
pour inhiber ces isolats : 70% d'entre eux nécessitaient une concentration de 1% pour étre

inhibés, tandis que 5% pouvaient I'étre a une concentration aussi faible que 0,25%.

Ces résultats confirment la sensibilité des Listeria aux biocides, une caractéristique déja
soulignée par I'AFSSA (2000), qui les qualifie de sensibles aux composés d'ammonium
quaternaire (QAC) a température ambiante, avec des concentrations efficaces de 0,01% a
0,02% (100 a 200 ppm) et des CMls inférieures a 2 g/ml.

De nombreuses études ont examiné la sensibilité de L. monocytogenes a divers désinfectants,
en particulier aux ammoniums quaternaires, largement utilisés dans I'industrie agroalimentaire
en raison de leur stabilité et de leur efficacité bactéricide méme a faible concentration
(Rodriguez-Lopez et al., 2018).

Toutefois, une étude récente a révélé que 48% des isolats de Listeria testés étaient résistants
aux ammoniums quaternaires. Il convient de noter que cette étude a utilisé la méthode des
disques, tandis que la méthode de CMI sur microplaque est généralement considérée comme

plus fiable pour confirmer la sensibilité ou la résistance des isolats.

Les désinfectants détergents & base de composés d'ammonium quaternaire (QAC) sont
largement utilisés dans les milieux hospitalier et agroalimentaire, tant sur les lignes de
transformation manuelles que sur les surfaces non en contact avec les aliments. Cela s'explique
par leur capacité a pénétrer efficacement, leur non-corrosivité, leur faible toxicité, ainsi que
leur activité antimicrobienne a large spectre et leurs propriétés tensioactives. Toutefois,
I'utilisation intensive de ces desinfectants, tels que le chlorure de benzalkonium, peut exercer
une pression sélective et favoriser I'émergence et la propagation de microorganismes résistants
(Liu et al., 2009).
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V. Conclusion :

Les résultats de notre étude démontrent Il'efficacité du biocide « Quatacide », a base de

composés d'ammonium quaternaire (CAQ), contre les isolats de Listeria.

Toutes les valeurs de Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) enregistrées pour les 20 isolats
testés étaient inférieures a la concentration de 2% recommandée par le fabricant, confirmant

ainsi la capacité du produit a eliminer efficacement les bactéries a la concentration prescrite.

Nos résultats révélent également une sensibilité des isolats de Listeria testés au biocide, bien
qu'il existe une variation dans les concentrations nécessaires pour inhiber ces isolats.
Notamment, 70% des isolats étaient inhibés a une concentration de 1%, tandis que 5% étaient
sensibles a une concentration de seulement 0,25%. Ces observations concordent avec les
conclusions de I'AFSSA (2000), qui avait déja classé Listeria comme sensible aux QACs a des
concentrations de 0,01% a 0,02% (100 a 200 ppm) et a des CMls inférieures a 2 g/ml.

La littérature existante corrobore ces résultats, soulignant la sensibilité de L. monocytogenes
aux ammoniums quaternaires, largement utilisés dans l'industrie agroalimentaire en raison de

leur stabilité et de leur efficacité a faible concentration.

En conclusion, bien que le biocide « Quatacide » soit largement efficace contre Listeria
monocytogenes a la concentration recommandeée, une surveillance continue et une utilisation
prudente des QACs sont essentielles pour prévenir le développement de résistances. Des
recherches supplémentaires sont nécessaires pour explorer des stratégies d'utilisation afin de

maintenir I'efficacité des désinfectants dans les milieux hospitaliers et agroalimentaires.
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