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Des bactéries pathogenes peuvent apparaitre sporadiqguement dans les aliments.
L’origine de leur apparition est due a Iutilisation de matieres premieres crues ou
contaminees, et a la contamination durant I’élaboration du produit ou durant son stockage.
L’efficacité des techniques utilisées durant la fabrication et le stockage pour maitriser le
risque microbiologique est profondément liee aux propriétés physico-chimiques du produit
alimentaire, ainsi qu’a la nature et a I’état physiologique de la flore microbienne d’intérét et
de I’agent infectieux présents. L’évolution des techniques d’élevage, des conditions de
fabrication et de la consommation, a fait émerger de nouvelles toxi-infections alimentaires.
L appréciation quantitative des risques permet de pondérer chacun de ces dangers en termes
de fréguence, ou de probabilité d’apparition et de gravité. Cette démarche comporte 4 étapes :
I’identification du danger, I’appréciation des effets, |’appréciation de I’exposition et
I’estimation des risques (Codex Alimentarius, 1995). Vis-a-vis d’un risque microbiologique,
elle consiste a modeliser la transmission et I’évolution de bactéries pathogénes « de la fourche
a la fourchette ».

La Microbiologie prévisionnelle permet de prédire si, et a quelle vitesse, les
pathogenes vont se multiplier, survivre ou mourir en fonction du procédé, de la formulation
de I’aliment et des conditions de stockage. Il s’agit donc d’un outil précieux pour une
appréciation quantitative des risques permettant de prédire le niveau de contamination aux
différentes étapes des procédés de fabrication, de distribution, et de stockage chez le
consommateur. En plus de son utilisation en analyse quantitative des risques, la Microbiologie
prévisionnelle peut servir a optimiser un procédé de fabrication, une formulation d’aliment et
a calculer approximativement les dates limites de consommation vis-a-vis d’un risque
microbiologique potentiel. Elle peut étre appliquée aussi aux flores d’altération ou d’interét
afin de mieux maitriser leur développement. La Microbiologie prévisionnelle consiste a
développer des modeles mathematiques permettant de quantifier le comportement dynamique
de populations bactériennes en fonction des conditions physico-chimiques de
I’environnement, de leurs variations et de I’état physiologique des microorganismes
considéres.

Avec le renforcement de la seécurité des aliments, le développement de modéles
décrivant I’évolution des microorganismes a connu un grand essor durant les dernieres
décennies. La Microbiologie prévisionnelle est apparue des le début du vingtiéme siecle avec
notamment la quantification de I’impact des traitements thermiques sur les populations
bactériennes indésirables. Les modeles développés alors sont toujours d’actualité comme par
exemple le modéle de Bigelow permettant d’évaluer la résistance des microorganismes en
fonction de la température de traitement (Bigelow, 1921). La diversité actuelle des produits
alimentaires, et la diminution de I’intensité des traitements leur étant appliqués pour préserver
leurs qualités organoleptiques et nutritionnelles, ont été accompagnées par le developpement
de modéles permettant de décrire la croissance et I’inactivation thermique. Par exemple en ce
qui concerne cette derniére, des modeles permettent de prendre en compte I’influence de
I’acidité, de sa teneur en sel aussi bien au niveau du traitement thermique, qu’au niveau de la
capacité de revivification des microorganismes apres le traitement. Concernant le
développement bactérien de multiples facteurs environnementaux sont pris en compte dans
différents modéles allant de la température aux additifs alimentaires en passant par la
composition en gaz de I’atmosphére de stockage de I’aliment.

Toutefois, il reste de nombreux points non maitrisés pour permettre la prédiction de
maniere relativement précise de I’évolution d’un effectif bactérien durant I’élaboration et le
stockage d’un aliment. Le lent déclin d’une population au cours de sa conservation, durant un
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stress acide ou osmotique ne peut pas étre prédit actuellement de facon fiable. Pourtant étant
donné le faible niveau de contamination rencontré dans les produits, une telle prédiction
pourrait étre fort utile pour assurer I’innocuité d’un aliment. L’utilisation d’additifs
alimentaires contribue a assurer la stabilité a la conservation. Certains comme le chlorure de
sodium ou les acides sont utilisés depuis des millénaires. Afin de pouvoir décrire I’impact de
I’ensemble des formulations et des procédés utilisés par I’industrie agroalimentaire sur
I’évolution de populations bactériennes, il est donc nécessaire de compléter la connaissance
de la croissance et de I’inactivation thermique par celui de I’inactivation non thermique.
L’objectif de ce travail est de proposer une démarche modélisatrice fiable, robuste et souple,
qui puisse étre par la suite facilement complétée par la prise en compte de nouveaux facteurs.
Les stress bactériens retenus dans cette étude sont les stress provoqués par les facteurs
physico-chimiques les plus communément rencontrés au niveau des denrées : le stress acide et
le stress osmotique. Nous avons également retenu la température dans un domaine
correspondant aux températures de stockage eventuellement rencontrées lors de la distribution
ou du stockage chez le consommateur.

Le travail présenté dans ce rapport s’articule en quatre parties :

- Le premier chapitre est consacré a un état des lieux de I’impact des
stress les plus communs, le stress acide ou osmotique modulé par
différentes températures d’incubation ou de stockage. Pour chaque
facteur, nous présenterons le stress d’un point de vue physiologique
avec les mécanismes bactériens de résistance et d’un point de vue
qualitatif, a savoir quel est I’impact des variations de ces facteurs sur la
résistance bactérienne. Les différents modeles et méthodes utilisés pour
décrire I’inactivation non thermique seront également présentés.

- Aprés avoir ciblé précisément les objectifs de ces travaux, nous
présenterons un nouveau modele primaire permettant de décrire les
courbes de survie bactériennes et donc de caractériser la résistance
d’une population bactérienne. Cette présentation est illustrée par des
courbes de survie obtenues pour un méme stress mais pour des états
physiologiques différents des populations en milieu synthétique.

- Dans le troisieme chapitre, des modéles secondaires seront proposés
pour décrire I’évolution de la résistance bactérienne en fonction de
I’intensité du stress obtenu en bouillon de culture modifié vis-a-vis du
pH, concentration en chlorure de sodium et a différentes températures
d’incubation.

- Le dernier chapitre sera consacré a la validation du systeme de modeles
proposé sur aliments et a ses perspectives d’applications.
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L’inactivation non thermique bactérienne : Etat des lieux

1. Le stress bactérien

Les organismes vivants sont dépendants de leur environnement par le biais d’échanges
de matieres et d’énergie nécessaires a leur survie. Si les conditions environnementales sont
compatibles avec la vie, un équilibre s’installe entre les organismes et le systéeme dans lequel
ils vivent. Dans la plupart des cas, cet équilibre est précaire, perturbé par des variations
spatiales ou temporelles des conditions physiques, chimiques et biologiques de
I’environnement. La survie des organismes est alors liée a leur capacité a composer avec ces
variations et de maintenir leurs conditions internes a un niveau compatible avec la vie. Cette
capacité a maintenir les conditions intracellulaires, pour les microorganismes, a un niveau
constant est appelée homéostasie.

En Microbiologie, les variations des conditions environnementales défavorables aux
microorganismes sont appelées stress. Elles peuvent étre de nature physique (température,
pression, radiation), chimique (additions acides/bases, sels), ou biologique (compétitions avec
d’autres organismes, antagonisme). Ces modifications de I’environnement bactérien, induisent
des changements des conditions cellulaires. Le retour des conditions a un niveau permettant la
survie peut se décomposer en trois étapes :

- La perception du signal, par exemple par le changement de
configuration spatiale ou I’altération de protéines, le changement de
la fluidité membranaire ou de la pression de turgescence.

- La réponse bactérienne au stress, qui peut consister a réparer les
dommages subis, a produire des éléments résistants aux nouvelles
conditions ou permettant une résistance accrue des systéemes en place,
a transformer la cellule (sporulation).

- Le résultat de la réponse, qui peut é&tre [I’adaptation du
microorganisme a son nouvel environnement, ou sa mort.

Dans un milieu aux conditions viables, un microorganisme est donc en équilibre avec
le systeme qui I’entoure. La survie de I’organisme va dépendre de I’état physiologique de la
cellule bactérienne, lui permettant d’assurer ses fonctions vitales dans des conditions données.
Si cet equilibre est rompu par une variation des conditions environnementales, la bactérie va
tout d’abord utiliser les mécanismes qui lui sont immédiatement disponibles pour lutter contre
le stress. Puis, dans le meilleur des cas, elle va s’adapter en développant différents systémes
de résistance lui permettant de survivre aux nouvelles conditions. Dans le cadre de cette
étude, le stress acide et le stress osmotique ont été retenus puisqu’il s’agit des facteurs
environnementaux les plus exploités dans les procédés de conservation des aliments. Le role
de la température est également étudié mais dans une gamme restreinte. Contrairement au cas
des deux stress précédents, une gamme non létale de température positive a été retenue.

1.1. Le stress acide

Dans I’environnement, les bactéries sont soumises a des variations de pH importantes.
Un fromage par exemple peut voir son pH évoluer de plus de 3 unités au cours de son
affinage. Le pH rendant compte de la concentration en protons (H), un changement d’une
unité représente une variation par un facteur 10 de la quantité en ions hydronium (HsO") ou
hydroxyde (OH"). Ainsi une modification du milieu d’une, deux ou trois unités pH entraine
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une variation de 10, 100 au 1000 de la concentration en protons. Pour des especes
neutrophiles comme Listeria monocytogenes et Salmonella typhimurium, un bouleversement
de I’acidité de leur environnement entraine des dommages cellulaires importants et de lourdes
dépenses énergétiques pour maintenir le pH intracellulaire (pHiy) a une valeur compatible
avec la vie. Listeria monocytogenes et Salmonella typhimurium essaient de maintenir leur pH
intracellulaire (pHiny) proche de la neutralité (Audia et al., 2001; Shabala et al., 2002). Dans
ces conditions d’acidité optimale pour la croissance, le pHiy; est proche de 7,5. Si le milieu est
acide, le pHin est toujours supérieur d’au moins une demi unité par rapport au pH de
I’environnement de la bactérie, permettant le maintien de la force protomotrice (Hickey et
Hirshfield, 1990; 1991; Foster, 1993; O'Driscoll et al., 1997; Barker et Park, 2001; Shabala et
al., 2002).

Dans les tous premiers temps d’exposition a un environnement de pH acide, les
protons entrent massivement dans la cellule bactérienne. Puis tres rapidement, en moins de
deux minutes, le flux net de protons diminue sous I’action des mécanismes d’exportation
(Shabala et al., 2002). Le flux net se stabilise en moins de 5 minutes. Le pHin; est dépendant
du flux de protons, il est donc rapidement stabilisé a un pH supérieur au pH extérieur. Chez
Listeria monocytogenes, le pHix varie de 5,5 a 7,8 dans des cellules en suspension dans du
bouillon tryptone soja de pH allant de 3,0 a 7,0 (O'Driscoll et al., 1997) ou de 5,0 a 7,8 pour
un pH externe de 3,0 a 6,0 en milieu minimum (Shabala et al., 2002). Chez Salmonella
typhimurium, le pHiy varie de 7,0 a 7,6 en milieu minimum dont le pH est de 5,0 a 7,0
(Hickey et Hirshfield, 1990), de 5,7 a 7,9 pour un pH externe de 4,0 a 7,5 en bouillon
minimum glucose (Foster et Hall, 1991; Foster, 1993). Le maintien du pHi a un niveau
compatible avec le maintien des fonctions vitales pour la bactérie est régi par un ensemble
complexe de mécanismes.

1.1.1. Dommaqges et mécanismes de résistance au stress acide

Dommages et altérations dus au stress acide

L’acidification d’un milieu peut se faire par la modification de sa composition en
acides organiques ou inorganiques. Des différences de résistance ont été observées en
fonction de la nature de I’acide. Si la paroi bactérienne empéche la diffusion libre des protons,
elle reste perméable aux acides faibles sous leur forme non dissociée (AH). Ceux-ci vont se
dissocier dans le cytoplasme en fonction de leur pKa, et provoquer une chute du pHiy par la
libération des protons, une augmentation de la turgescence cellulaire et une inhibition des
voies métaboliques par I’accumulation de la forme anionique (A’) interagissant avec les
protéines (Ita et Hutkins, 1991; Bearson et al., 1997; Cotter et Hill, 2003).

Les premiéres structures touchées par I’acidification du pH extracellulaire sont
évidemment les macromolécules situées a la surface bactérienne (flagelle, pili, récepteur
chimique, protéines périplasmiques, paroi ...). Les microorganismes ont peu de possibilités de
protéger ces structures : soit ils sont capables de produire une version modifiée de la structure
résistante a I’acide, soit ils se passent de la fonction (perte de mobilité suite a un stress) ou la
modulent (utilisation de voie métabolique alternative) (Metzner et al., 2004a).

Ainsi lors d’une acidification, les protons vont entrer dans la cellule par le changement
de gradient de concentration autour de la paroi bactérienne (Dilworth et Glenn, 1999). La
baisse du pH intracellulaire (pHi) provoquée par cet afflux de protons entraine des
perturbations de flux métabolique et des dommages aux macromolécules (Foster, 1999). Une
baisse du pHiy; va favoriser I’oxydation des lipides, et modifier I’état d’ionisation des lipides
modifiant leurs propriétés d’interaction avec les autres constituants cellulaires. Le méme
phénomeéne est observé pour les protéines, pour lesquelles une baisse de pH va entrainer une
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augmentation des charges positives. La modification de leur état d’ionisation va modifier leur
configuration spatiale et altérer leur fonctionnalité. Cette modification du métabolisme va
également perturber la transcription des génes. Au bas pH, I’ADN lui-méme est fragmentg,
par altération des bases puriques et pyrimidiques (Cotter et Hill, 2003).

Mécanismes de résistance et adaptation au stress acide

L’exposition de cellules en phase exponentielle de croissance de Salmonella
typhimurium a un pH modérément acide avant un stress, va lui conférer une résistance bien
supérieure a celle observée quand le stress est appliqué directement (Foster et Hall, 1990). De
méme, les cellules en phase stationnaire de croissance sont plus résistantes que ces cellules en
phase exponentielle (Lee et al., 1994). La réponse des bactéries au stress est donc une réponse
adaptative. Elle est fonction de I’état physiologique initiale dans lequel la cellule se trouve, de
I’intensité et de la nature du stress subi. Des protéines de stress sont produites lorsqu’une
bactérie est soumise a des conditions défavorables. Les moyens mis en ceuvre doivent étre
aussi diversifiés que les stress potentiellement rencontrés pour permettre la survie du
microorganisme. Ainsi, chez Salmonella typhimurium seulement 5 protéines sont communes
entre une adaptation en phase exponentielle (60 protéines de stress exprimées) et une
adaptation au stress en phase stationnaire (48 protéines de stress exprimées) (Audia et al.,
2001). Le réle de ces protéines est de prévenir et de réparer les dommages subis par les
macromolécules. Les protéines de stress peuvent permettre la régulation de I’expression des
génes de résistance comme les facteurs de transcriptions 6° chez les bactéries gram positif ou
o> pour les entérobactéries ou étre directement impliquées dans la résistance au stress acide
comme la glutamate décarboxylase (GAD). L’ensemble des mécanismes de résistance au
stress est complexe et fait intervenir de multiples acteurs a différents niveaux de la machinerie
cellulaire. Nous évoquerons les principaux acteurs des mécanismes de résistance.

La régulation de la réponse au stress acide

Les facteur o

L’ARN polymérase est composée de sous-unités permettant la polymérisation de
I’ARN a partir de I’ADN, et d’une sous-unité o permettant sa fixation a I’ADN. Différents
types de sous unité o existent. Interagissant avec les facteurs de transcription, ils permettent
une reconnaissance specifique des genes. Les différentes sous-unités ¢ sont impliquées dans
le contréle des genes lies par exemple a la croissance, au « housekeeping », a la synthese
flagellaire, aux réponses vis-a-vis du stress acide, osmotique ou thermique (Abee et Wouters,
1999; Ishihama, 2000).

Concernant le stress, les facteurs o pour Listeria monocytogenes ou ¢° pour
Salmonella typhimurium sont les régulateurs majeurs de la réponse adaptative, et plus
particulierement du stress acide. o® et ¢° interviennent au centre de cascades d’intégration de
signaux extracellulaires et sont associés de fagon générale avec la réponse des cellules induite
par différents stress. Codés par le géne RpoS, les facteurs ¢° et 6° permettent I’activation d’un
grand nombre de génes (Abee et Wouters, 1999; Dodd et Aldsworth, 2002; Kazmierczak et
al., 2003; Wemekamp-Kamphuis et al., 2004). ¢ est trés fortement exprimé en fin de phase
stationnaire et joue un rble prédominant pour I’adaptation a ce stade de croissance. Des
mutants 6°" de Listeria monocytogenes sont 10000 fois plus sensibles & un stress acide que les
cellules natives. Mais une fois adaptés ces mutants deviennent 10 fois plus résistants que les
mutants non adaptés, ce qui met en évidence des réponses adaptatives dépendantes et
indépendantes du facteur 6® (Abee et Wouters, 1999).

En réponse a ces stimuli, I’expression de rpoS est modulée au niveau transcriptionnel,
au niveau traductionnel ou au niveau de la stabilité de la protéine. Mais I’essentiel du contrdle

5



Chapitre 1 L’inactivation non thermique bactérienne : Etat des lieux

de I’expression de rpoS repose sur des mécanismes de contr6le au niveau post-
transcriptionnel par, entre autres, deux facteurs protéiques Hfq et de H-NS (Kolb, 2001).

Les systemes de transduction du signal

Les cellules bactériennes possedent de nombreux capteurs internes, externes et mixtes,
leur permettant de percevoir les variations des conditions externes et internes et de
synchroniser la réponse transcriptionnelle Martinez-Antonio et al., 2006. Etant données les
grandes différences physiologiques entre Listeria monocytogenes et Salmonella typhimurium
les systémes de transduction du signal sont fort différents. Cependant, les systemes LisRK et
PhoPQ peuvent étre rapprocheés. Typique de Listeria monocytogenes, le premier met en ceuvre
une sonde membranaire de type « histidine kinase », LisK, et un régulateur de réponse
cytoplasmique, LisR (Hill et al., 2002). Le second est constitué de PhoQ et de PhoP. PhoQ
permet de détecter les ions Mg®* et de Ca®* en faible concentration et phosphoryle PhoP. Des
travaux ont mis évidence I’induction du systeme PhoPQ en milieu modérément acide et riche
en ion magnésium. Il semblerait que les protons changent la conformation du site de liaison
vis-a-vis du magnésium et permettent ainsi la phosphorylation de PhoP (Bearson et al., 1998).
Une fois active, LisR et PhoP vont induire la synthese de protéines de stress (figure 1). Par
exemple le systeme PhoPQ, dont la production est induite sous condition de stress acide,
régule positivement en général, plus de 40 protéines (Rychlik et Barrow, 2005).

Pour Salmonella typhimurium, d’autres systémes de perception du signal permettent
une réponse adaptative au stress comme Fur et OmpR-EnvZ (figure 2). En plus de son réle
dans I’assimilation du fer, la protéine Fur est également un régulateur positif pour
I’expression de nombreuses protéines de stress (Foster, 1999; Audia et al., 2001, Rychlik,
2005 #265). Concernant le systeme a deux composantes OmpR-EnvZ, la protéine OmpR est
elle-méme une protéine de stress (Bang et al., 2000). La kinase membranaire EnvZ est
capable de s’autophosphoryler et de transférer le phosphate a OmpR. OmpRP est alors
capable de se lier a I’ADN pour réguler de nombreux genes et notamment des génes codant
pour des protéines de stress acide. Mais OmpR peut étre également phosphorylé a bas pH en
présence d’acétylphosphate (Rychlik et Barrow, 2005).

Mécanismes de résistance directement impliqués dans I’homéostasie du pH

Une baisse du pHiq peut étre régulée par la circulation de K* et Na* via les antiports ou
les pompes a protons (FoF;-ATPase) (Cotter et Hill, 2003). Le complexe FoF;-ATPase assure
la production d’ATP en utilisant la force proton-motrice produite par la respiration cellulaire.
En aérobiose, il permet de générer la force proton-motrice en expulsant les protons dans le
domaine extracellulaire et en utilisant I’ATP produit par les voies fermentatives. Le complexe
membranaire Fo forme un canal a protons avec ces sous-unités a, b et c. Le composé
périphérique F; (sous-unités a, B, y, 0, €) est responsable de I’activité ATPase, il synthétise ou
hydrolyse de I’ATP selon que les protons entrent ou sortent dans la cellule.

Depuis longtemps mis en évidence chez les bactéries a gram négatif, et plus
récemment chez les autres, le réle de la FoF;-ATPase est majeur pour la réponse adaptative au
stress acide (Richard et Foster, 2004). La FoF;-ATPase est plus impliquée dans la résistance
en phase stationnaire. En présence d’inhibiteur de I’activité ATPase (DCCD), les cellules sont
plus sensibles que les cellules non traitées. Et parmi les cellules traitées il reste 1% de
survivants a partir de la phase stationnaire et 0,001% des survivants & partir de la phase
exponentielle par rapport aux cellules non traitées (Datta et Benjamin, 1997). D’autre part, la
production des sous-unités est augmentée en cas d’une baisse brutale du pH (Cotter et Hill,
2003). En utilisant la méthode des microarrays qui permet d’étudier I’expression des genes
(Maurer et al., 2005), il apparait que I’expression des génes lies a la synthése de FoF;-ATPase
est augmentée dans le cadre d’un stress basique (pH=8,7). Par contre, elle n’apparait pas
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significativement augmentée pour le cas d’un stress acide (pH=5,0). La FoF1-ATPase serait
impliguée dans une réponse adaptative au stress basique permettant I’importation de protons,
plutét qu’a leur exportation colteuse en énergie en cas de stress acide.

D’autres solutions peuvent étre mises en place pour favoriser un retour du pHiy: a une
valeur normale. Lors d’un stress acide, la membrane change de composition pour mieux
résister au stress. Les acides mono-insaturés et de chaines plus longues sont préférés (Booth,
1999). Des molécules peuvent étre produites afin de renforcer le pouvoir tampon du
cytoplasme, comme le citrate et I’iso-citrate par Salmonella typhimurium (Hall et al., 1995).
Le rble des protéines chaperonnes est également important pour la résistance au stress acide.
Elles participent a la configuration spatiale des protéines, mais aussi a leur renaturation et a
leur protection. Elles permettent également d’évacuer les protéines endommagées (Bearson et
al., 1997). Pour lutter contre le phénomene de dégradation de I’ADN, les bactéries vont
augmenter la production des enzymes ou des systemes de réparations comme les
endonucléases, et de protection , comme les méthyltransférases (Cotter et Hill, 2003)

Si dans le cas d’un stress alcalin le catabolisme des sucres peut aider a abaisser le
pHint, dans le cas d’un stress acide la décarboxylation des acides aminés permet de diminuer
la concentration intracellulaire en protons. La production de glutamate ou le catabolisme du y-
aminobutyrate sont des acteurs majeurs de la réponse adaptative au stress acide (Metzner et
al., 2004b). A une moindre échelle, la lysine est convertie en cadavérine dans le cadre d’un
stress acide. L’ammoniaque, I’urée et I’arginine jouent également un réle dans I’alcalinisation
du milieu interne. L’ammoniaque est convertie en ion ammonium, I’urée libére du dioxyde de
carbone et de I’ammonium. Quant a la décarboxylation de I’arginine, elle produit selon
I’enzyme de I’agmatine ou de I’ornithine, des ions ammonium et du dioxyde de carbone. Les
produits finaux des décarboxylations sont ensuite échangés contre un nouveau substrat par le
jeu d’antiports transmembranaires (Bearson et al., 1997; Richard et Foster, 2004). La
présence de décarboxylases permet non seulement de faire remonter le pHin; par utilisation des
protons, mais aussi de faire légérement remonter le pH extracellulaire par I’exportation des
produits finaux des réactions enzymatiques. La décarboxylation des acides aminés est
importante dans la résistance au stress acide. Pour Salmonella typhimurium, I’utilisation de la
lysine permet de maintenir une différence d’une unité entre le pH extracellulaire et le pH
intracellulaire (Bearson et al., 1997).

Ces différentes voies d’adaptations permettent aux bactéries de réagir aux variations
physiques, chimiques, et biologiques de I’environnement. Ces voies sont multiples et
intéegrent des systéemes de régulations tres complexes. Elles vont dépendre a la fois de I’état
physiologique bactérien et de la nature du stress. Les réponses adaptatives interagissent entre
elles suivant les différents stress qu’ils soient de nature nutritive, oxydative, thermique, ou
osmotique dans le cadre de protections croisées. Par exemple pour Salmonella typhimurium,
la réponse adaptative via Fur a lieu en phase exponentielle de croissance, et celle via OmpR
en phase stationnaire (Bang et al., 2000; Rychlik et Barrow, 2005). La nature de I’acide qu’il
soit organique ou inorganique va jouer un réle. Un acide inorganique assure une stabilité du
facteur ¢® en réduisant sa protéolyse (Rychlik et Barrow, 2005). Les acides faibles par contre
stimulent la traduction du message de rpoS. Le systeme PhoPQ est eégalement lié a I’action
d’un acide inorganique alors que la présence d’acide organique favorise I’action de la protéine
Fur (Bearson et al., 1997; Foster, 1999; Rychlik et Barrow, 2005).
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1.1.2.Influence du stress acide sur la vitesse d’inactivation

L’utilisation de I’ensemble de ces mécanismes permet aux bactéries de maintenir le
pHin & des valeurs compatibles avec le fonctionnement des voies métaboliques et de résister
au stress. Néanmoins lorsque le stress se prolonge, la cellule bactérienne meurt ne disposant
plus d’énergie ou étant trop altérée pour survivre. S’il semble évident que I’acidité de
I’environnement va moduler la vitesse d’inactivation de populations bactériennes, I’adaptation
au stress tient un réle tout aussi important sur la modulation de la vitesse d’inactivation.

Influence de l'acidité de I'environnement sur la vitesse d’inactivation

La grande majorité des études de la survie de populations bactériennes soumises a un
stress acide est réalisée dans une gamme de pH 3 a 6. Ces études ont été effectuées aussi bien
en milieu de culture acidifié qu’en aliment. Par contre, peu de travaux portent sur une gamme
plus large de pH allant de pH tres acides aux pH basiques. Pour une telle étude, le milieu de
culture ou I’aliment doit étre composé de maniere a entrainer un stress de nature différente
provoquant la mort des cellules bactériennes méme & pH neutre. Un ou plusieurs facteurs
peuvent étre utilisés pour inhiber la croissance comme par exemple le chlorure de sodium,
nitrate de sodium ou I’utilisation de fortes concentrations en acide faible neutralisé par une
base forte (Buchanan et al., 1993; Whiting, 1993; Buchanan et al., 1994; Buchanan et Golden,
1994; Whiting et al., 1996; Buchanan et al., 1997). Le pH optimal de survie de Listeria
monocytogenes et Salmonella typhimurium est proche de la neutralité voire 1égérement acide.
Pour la premiére, il est proche de 6,5 ou de 6,0 en Bouillon cceur cervelle selon la nature du
stress complémentaire associé (Whiting, 1993; Buchanan et Golden, 1994). Plus I’acidité de
I’environnement s’éloigne de cet optimum, plus les bactéries sont sensibles aux variations de
pH (Tetteh et Beuchat, 2003).
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Figure 3 Influence du pH sur le temps nécessaire a 4 réductions décimales de Listeria
monocytogenes (2 : 0,1M d’acide lactique, 28°C; ¢: 9% NaCl, 10°C)et Salmonella
typhimurium (O : 9% NaCl, 10°C) d’apres Buchanan et al. (1993) et Whiting (1993).
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Etant donnée la variation de sensibilité de Listeria monocytogenes et Salmonella
typhimurium selon la gamme de pH étudiée, il n’est pas aisé de la quantifier avec I’ensemble
des travaux effectués jusqu’a présent. En effet, en premier lieu les gammes de pH étudiées
sont différentes, le milieu acidifié peut aussi bien étre un aliment (mayonnaise, salades
composees ou viande fraiche) qu’un milieu de culture modifié, et la diversité des souches
utilisées est grande. De plus, la grande majorité des travaux ne considere que peu de niveaux
de pH, se contentant d’étudier de maniere qualitative les effets de I’acidification d’un aliment
(2 a 3 niveaux de pH). De plus, les niveaux de pH sont souvent différents d’un travail a I’autre
rendant difficile la comparaison de la sensibilité des souches et des espéces.

Toutefois dans la gamme de pH de 4 a 6, une diminution d’au moins 2 voire 3 unités
est necessaire pour augmenter la vitesse d’inactivation par un facteur 10 pour Listeria
monocytogenes et Salmonella typhimurium (Whiting, 1993; Buchanan et Golden, 1994,
Membre et al., 1997b; Buchanan et Golden, 1998). Certains travaux montrent une sensibilité
plus élevée qui peut étre due aux gammes de pH plus restreintes et relativement acides. La
diminution de pH multipliant par 10 la vitesse d’inactivation est alors proche de I’unité. Par
exemple pour Listeria monocytogenes, la vitesse d’inactivation est divisée par 4 en passant
d’un pH de 4,0 a 4,5 en mayonnaise (Hwang et Tamplin, 2005), par 10 en augmentant le pH
d’une unité au sein de « cottage cheese » (Hicks et Lund, 1991), et par 10 en augmentant le
pH de 0,8 au sein de beeuf frais acidifié par un mélange d’acide lactique et d’acide acétique
associés a leurs bases conjuguées (Samelis et al., 2001). Enfin en salade de poulet acidifiée
par de I’acide acétique, le passage de pH 5,2 a 4,6 augmente de 20 % la vitesse de destruction
et le passage de pH 4,6 a 4,0 I"'augmente de plus de 350% (Guentert et al., 2003). Pour
Salmonella, la baisse d’une unité pH par du jus de citron en salade tarama divise par 5 ou 7,
selon I’étude, le temps nécessaire a la premiére réduction décimale (Koutsoumanis et al.,
1999; Skandamis et al., 2002).

La nature de I’acidulant et sa concentration ont une grande influence sur la sensibilité
des bactéries vis-a-vis d’un stress acide (Ahamad et Marth, 1989; Sorrells et Enigl, 1989;
Conner et al., 1990; Ita et Hutkins, 1991). D’un point de vue physiologique, les acides
organiques devraient étre plus efficaces que les acides inorganiques (cf. paragraphe 1.1.1).
Leur efficacité est due a leur capacité a traverser la paroi bactérienne sous la forme non
dissociée. Plus un acide est dissocié, plus son pKa est faible. Il serait donc logique de pouvoir
relier leur efficacité bactéricide a la valeur de leur pKa indépendamment du genre ou de
I’espéce bactérienne. Pour Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium
et Yersinia enterocolitica, I’efficacité bactéricide des acides correspond a I’ordre croissant de
leur pKa: acide citrique (pKa;=3,13 ; pKa,=4,8 ; pKasz=6,4), acide lactique (pKa=3,86), acide
acetique (pKa=4,76) (Ahamad et Marth, 1989; El-Shenawy et Marth, 1989; Conner et al.,
1990; Abdul-Raouf et al., 1993; Little et al., 1994; Breand, 1998; Ryu et al., 1999; Vasseur et
al., 1999; Zaika, 2001; Virto et al., 2005; Zaika et Phillips, 2005). Ces trois acides organiques
sont les plus rencontrés dans la composition des aliments, en tant que conservateurs ou
comme produits de fermentation et font I’objet de nombreuses études. Le tableau 1 regroupant
les travaux de plusieurs auteurs illustre I’importance du pKa des différents acides sur leur
pouvoir inactivateur. Il est a noter la grande variabilité de la sensibilité bactérienne a un stress
acide que ce soit vis-a-vis de la concentration en acide total ou vis-a-vis du pH.

Il faut noter que ces études different sur de nombreux points: gammes de
concentrations en acide faible, pH, température d’inactivation, mode de préparation des
inocula, méthode d’estimation du nombre de survivants, revivification, agitation dans le cas
de milieu liquide. Il n’est donc pas étonnant de retrouver des valeurs différentes de sensibilité.

Une caractéristique peut étre mise en évidence a travers les travaux portant sur
I’inactivation bactérienne due & un stress acide : les formes des courbes de survies évoluent
avec le pH. En effet lorsque le stress acide est faible, la forme typique est une courbe
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Iégerement convexe. Puis plus le pH diminue, plus la courbe se creuse prenant une allure
concave. L’application de stress acide de différentes intensités conduit a I’obtention de
cinétiques de survie d’allure concave, convexe voire sigmoidale (figure 4). Cette évolution
pourrait s’expliquer par différentes sensibilités aux variations d’acidité au sein d’une
population bactérienne.
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Figure 4 Evolution de la forme des courbes de survie en fonction de I’intensité du stress acide
a pH=3,5 (0), pH=3,2 (»), pH=2,5 (o). Listeria en bouillon tryptone soja additionné d’extrait
de levure a 35°C (d’apres Samelis et al., 2001).
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Tableau 1 Classement des acides selon leur efficacité bactéricide. L’efficacité acide et pH
correspondent a I’ajout d’acide ou la diminution de pH nécessaire pour diviser par 10 la
vitesse d’inactivation.

Sensibilité Gamme

& Efficacité bactéricide croissante

Acide pKa Microorganismes A I'acide au pH étudiée de pH Ref.
E. coli 0,93 2,25-3,00 [1]

chlorhydrique L. monocytogenes 3 3,00-6,00 [2]
S. typhimurium 3 4,80-6,00 [3]

tartrique 3,04-4,37 L. monocytogenes [4]
[5]

E. coli 0,68 2,50-3,10 [1]

[6]

1,7% (0,09 M) 3,60-7,15 [7]

citrique 3,13-4,8-6,4 [4]
L. monocytogenes [8]

2 M (38%) 3 4,00-7,00 [9]

Y. enterocolitica 14,29% (0.74M) 1525 [10]

[11]

E. coli [6]

malique 3,40-5,93 L. monocytogenes [12]
' 0,5 M (6,7%) 3,5 3,00-6,00 [13]

formique 3,75 L. monocytogenes [12]
[5]

E. coli 0,39 3,20-3,60 [1]

0,87 3,90-5,40 [6]

1,3% (0,14 M) 3,60-7,15 [7]

[12]

[14]

lactique 3,86 L. monocytogenes [[1453]
(8]

1,5 3,00-6,00 [2]

1,5 M (13%) 3 3,50-7,00 [16]

S. typhimurium 3 3,50-7,00 [16]

Y. enterocolitica 1,13% (0,12 M) 1,5-2,5 [10]

benzoique 4,18 L. monocytogenes [11]
[12]

. 0,18 4,70-5,40 [5]

E. coli 037  3.60-4.00 [1]

15 3,90-5,40 [6]

acétique 4,76 1% (0,16 M) 4,6-52 [[177]]
L. monocytogenes [14]

[4]

0,5 M (3%) 1,5 3,00-6,00 [15]

Y. enterocolitica [8]

sorbique 4,80 L. monocytogenes [2]
propionique 4,87 L. monocytogenes [11]

[1] (Breand, 1998) ; [2] (Buchanan et al., 1993) ; [3] (Membre et al., 1997b) ;[4] (EI-Shenawy et Marth, 1989) ;
[5] (Abdul-Raouf et al., 1993) ; [6] (Ryu et al., 1999) ; [7] (Ahamad et Marth, 1989) ; [8] (Young et Foegeding,
1993) ; [9] (Buchanan et Golden, 1994) ; [10] (Virto et al., 2005) ; [11] (Little et al., 1994) ; [12] (Barker et
Park, 2001) ; [13] (Buchanan et Golden, 1998) ; [14] (Conner et al., 1990) ; [15] (Vasseur et al., 1999) ; [16]
(Whiting, 1993) ; [17] (Guentert et al., 2003)

Entre parenthéses, les valeurs converties en % ou M a partir des informations contenues dans les publications
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Influence de 'adaptation au stress acide sur la vitesse d’inactivation

L’adaptation au stress acide s’effectue par I’augmentation des mécanismes de
résistance (cf. paragraphe 1.1.1.). Cette adaptation peut étre spécifique du stress acide, non
spécifique, ou générale. Dans ce cas, le développement des mécanismes caractéristiques de la
résistance a I’acidité est obtenu en incubant les cellules a un pH sublétal. Mais,
I’augmentation de la résistance au stress acide peut étre acquise par le développement de
mécanismes de résistance croisée non spécifiques au stress acide. Cette adaptation peut étre
générée par I’exposition a un stress osmotique, un stress thermique (froid ou chaud) ou une
carence nutritive. Les cellules issues de la phase stationnaire de croissance font I’objet d’une
adaptation générale au stress regroupant I’ensemble des mécanismes de résistance, a la fois
specifiques et non spécifiques, au stress étudié. L’adaptation spécifique au stress acide des
cellules issues de la phase exponentielle permet d’obtenir une résistance inférieure et rarement
égale a celle des cellules issues de la phase stationnaire (Lee et al., 1994; Phan-Thanh et al.,
2000; Greenacre et al., 2003).
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Figure 5 Courbes de survie de Listeria monocytogenes (a) et Salmonella typhimurium (b)
soumis a un stress de pH=3,0 (HCI) en bouillon tryptone soja additionné de 1% de glucose a
20°C. Les inoculums initiaux sont non adaptés (e) ou exposé préalablement & un pH= 5,5
(acide lactique) durant 1h (o), 2h (2), 3h (v), 5h (¢), 6h (O) (d’apres Greenacre et al., 2003).

Les cellules issues d’une culture en phase stationnaire de croissance sont 1000 fois
plus résistantes que des cellules adaptées issues de phase exponentielle de croissance (Lee et
al., 1994). L utilisation d’acide lactique est plus performante que celle de I’acide citrique pour
I’adaptation au stress acide. L’adaptation pour ces acides est maximale au bout de 2 a 3 heures
d’exposition pour un pH égal a 5,5 (Faleiro et al., 2003; Greenacre et al., 2003). Au dela de ce
temps d’exposition la résistance diminue. Le pH optimal d’adaptation pour 90 minutes
d’exposition a un bouillon de culture acidifié par I’acide lactique est de 5,0 pour Listeria
monocytogenes et Escherichia coli, et de 4,5 pour Salmonella typhimurium (Koutsoumanis et
Sofos, 2004).
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Plus les cellules de Listeria monocytogenes ou de Salmonella typhimurium sont
résistantes, plus la forme de la cinétique est simple. D’allure convexe pour des cellules en
issue de phase stationnaire de croissance ou préalablement adaptées, les courbes passent a une
allure concave pour des cellules non adaptées. Pour ces cellules, les premiers temps
d’exposition au stress acide mettent en évidence une grande proportion de cellules sensibles.
En effet la vitesse d’inactivation est alors tres rapide. Lorsque le temps d’exposition au stress
se prolonge, la vitesse d’inactivation est alors plus lente mettant en évidence une population
résiduelle plus résistante (figure 5).

En 1994, Buchanan et Golden ont étudié I’'impact de la température, de la
concentration en chlorure de sodium, en nitrite de sodium et en acide lactique sur
I’inactivation de Listeria monocytogenes. Sous certaines conditions, ils observent des courbes
de survie avec une trainée. Les auteurs isolent les individus composant la trainée, les
remettent en culture, puis leur soumettent un stress identique. Les courbes de survie obtenues
sont identiques aux courbes initiales de survie. La résistance accrue des cellules composant la
trainée ne peut donc pas étre attribuée a des spécificités intrinseques, mais a des conditions de
stress ou des états physiologiques favorable a leur survie.

Variabilité inter souche de la résistance au stress acide

A travers I’ensemble des travaux portant sur le stress acide, les différentes souches
étudiées de Listeria monocytogenes ou de Salmonella typhimurium semblent adopter les
mémes voies de réponse physiologique au stress acide. Les courbes de survie évoluent de la
méme maniére en fonction de I’état physiologique de I’inoculum et de I’intensité du stress.
Toutefois d’un point de vue quantitatif, le temps nécessaire pour réduire la population initiale
de une, deux, trois ou quatre réductions décimales est trés variable selon les souches.

Par exemple pour un méme mode de préparation de I’inoculum et des conditions de
stress identiques, parmi 9 souches de Listeria monocytogenes, le taux de survie varie de moins
de 0,03% a 18,76% équivalent a 3,52 et 0,72 réductions décimales (Faleiro et al., 2003). La
méme diversité est observée pour plus de 30 souches d’origines différentes de Listeria
monocytogenes ou de Salmonella typhimurium (Dykes et Moorhead, 2000; Berk et al., 2005).
Aprés un stress a pH=2,5 (HCI) de 2 heures, appliqué a des cellules issues de la phase
exponentielle de croissance, certaines souches sont capables de résister 10000 fois plus que
d’autres pour les deux espéces étudiées (figure 6). Lorsque les cellules sont adaptées la
résistance médiane augmente et la distribution de la résistance s’élargie. Cette grande
diversité de la résistance au stress n’est pas typique de ces deux especes, puisque pour
Escherichia coli, parmi 14 souches soumises au méme stress, le nombre de réductions
décimales s’échelonne de 0,004 a 3 et pour Shigella flexneri de 0,008 a 1,5 (Benjamin et
Datta, 1995).

La variabilité de la réponse au stress a été étudiée presque exclusivement dans le cas
du stress acide. Une seule étude s’interesse au stress acide osmotique et la méme variabilite
est observée avec une exposition a 20% de NaCl, le nombre de réductions décimales allant de
1 a 4 pour des cellules adaptées (pH 5,5 acide lactique) et de 1,19 a 5,33 pour des cellules non
adaptées (Benjamin et Datta, 1995).
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Figure 6 Nombre de réductions décimales pour 30 souches de Listeria monocytogenes suite a
une exposition a un pH de 2,5 durant 1h m et 2h O ou pour30 souches de Salmonella
typhimurium 1h a pH 2,5 en gris m (d’apres Dykes et Moorhead, 2000; d’aprés Berk et al.,
2005).

1.2. Le stress osmotique

La diminution de I’activité de I’eau dans les aliments est une méthode usuelle pour la
conservation des aliments. Elle s’effectue le plus souvent par séchage ou par I’incorporation
de dépresseur dans les aliments (sels, sucres, solvants miscibles a I’eau). La turgescence est
nécessaire a la I’élongation cellulaire, permettant de garder la membrane plasmique proche de
la couche de peptidoglycane. Les cellules bactériennes doivent donc maintenir leur
turgescence cellulaire quelles que soient les variations de I’environnement. Les micro-
organismes doivent donc maintenir une pression osmotique interne supérieure a celle de leur
environnement pour assurer leur croissance. Cette pression de turgescence est de I’ordre de 20
bars pour les bactéries Gram positif et de 3 a 10 bars pour les bactéries Gram négatif (Sleator
et Hill, 2002). Cependant la paroi bactérienne est tres perméable a I’eau et ne présente pas de
mécanisme particulier d’importation. Lorsque des variations de la pression osmotique de
I’environnement se produisent, on assiste a un transfert passif de I’eau répondant au gradient
osmotique.

1.2.1 Dommages et mécanismes de résistance au stress osmotique

En cas de choc hypo-osmotique, I’eau entre massivement dans la cellule bactérienne.
Pour éviter ce gonflement conduisant a la lyse cellulaire, les solutés intracellulaires sont
libérés dans I’environnement. Cette libération est effectuée par le biais de transporteurs
spécifiques ou de pores actives par les variations de tension membranaire. La présence
d’aquaporines a été mise en évidence chez Escherichia coli permettant d’accélérer le passage
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de I’eau vers I’extérieur de la cellule (Calamita, 2000). Dans le cas d’un choc hyper-
osmotique, I’eau sort de la cellule provoguant une baisse de la turgescence et un
rétrécissement du cytoplasme, pouvant aller jusqu’a la plasmolyse. L’accumulation de solutés
dans le cytoplasme permet d’inverser le gradient osmotique et de restaurer la turgescence
cellulaire. Dans un premier temps, de petites molécules chargées sont accumulées, en général
I’ion potassium (K"), il s’agit de la réponse dite primaire. Mais de fortes concentrations en
molécules chargées réduisentt I’activité enzymatique et peuvent donc conduire a la mort
cellulaire par I’altération des voies métaboliques. Progressivement, les molécules chargées
sont remplacées par des solutés dits compatibles. Cette seconde phase est dite réponse
secondaire.

La réponse primaire

La régulation de la pression osmotique des bactéries s’effectue en deux étapes mettant
en ceuvre des mécanismes complexes de transport et de biosynthése (figure 7). La réponse
primaire correspond a I’accumulation de molécules chargées, nécessaire au rétablissement de
la turgescence cellulaire. L’accumulation de I’ion potassium est généralement observée dans
les premiers instants suivant le stress osmotique. La majeure partie des travaux sur ce
phénomene porte sur Escherichia coli, mais elle peut étre extrapolée a Salmonella
typhimurium. Cette accumulation de potassium est rattachée principalement a I’action de deux
systémes d’importation Kdp (K" DePandence) et Trk (Transport K*).

L’importation de K" est en grande partie due au transporteur Kdp hautement
spécifique au potassium. Principalement utilisé pour I’hnoméostasie en K*, ce transporteur
nécessite un apport énergétique sous forme d’ATP (transporteur ABC). Il est régulé au niveau
de sa transcription et de son activité par les variations de pression osmotique. Lors d’une
baisse de turgescence, la kinase KdpD s’autophosphoryle et transfere son groupement
phosphorylé au régulateur de réponse KdpE qui active alors I’expression de |’opéron
kdpFABCDE. Cette activation est transitoire puisque la phosphorylation de KdpD est
réprimée par I’accumulation de potassium. Ce systéme permet une accumulation rapide mais
bréve d’ions potassium, évitant ainsi I’accumulation létale de molécules chargées (Gutierrez
et al., 1995; Kempf et Bremer, 1998; Wood, 1999; Wood et al., 2001; Sleator et Hill, 2002).

Le second systeme d’importation, Trk, est prédominant pour des concentrations plus
élevées en potassium. Jouant un réle important dans I’homéostasie en K+, il est I’acteur
majeur de la réponse au stress osmotique. De plus faible affinité, ce systeme est composé par
TrkG et TrkH des transporteurs de potassium, et TrkA et TrkE qui module leurs activités.
TrkA active les transporteurs par I’ATP ou via une protéine kinase. TrkE présente un domaine
de régulation qui inhibe le transport de K+ par TrkG et TrkH. D’autres systémes
d’importation de K+ existent chez Escherichia coli comme Kup (K" UPtake, transporteur de
Césium et de K+) ou TrkF, mais ils ont une tres faible affinité pour le potassium et ne
semblent pas jouer de réle dans la réponse au stress osmotique (Gutierrez et al., 1995; Kempf
et Bremer, 1998; Wood, 1999; Wood et al., 2001; Sleator et Hill, 2002).

Le glutamate est utilisé pour contrebalancer I’augmentation de la charge positive au
sein de la cellule, due a I’importation de potassium. Les bactéries Gram négatif le synthétisent
ou I’importent (Sleator et Hill, 2002). Le glutamate est retrouvé en concentration plus faible
chez les bactéries Gram positif. Ces bactéries possédent en condition non stressante un pool
d’acides aminés plus important que les bactéries Gram négatif. Le glutamate est majoritaire
au sein de ce pool d’acides aminés, d’ou peut-étre la moindre nécessité de synthétiser du
glutamate. Les travaux sont moins fournis pour les bactéries Gram positif, mais comme pour
les bactéries a Gram négatif, il apparait que cette accumulation de potassium dépendante du
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stress osmotique est nécessaire pour I’initiation de la deuxieme étape de la réponse au stress
osmotique : I’accumulation de solutés compatibles.

Augmentation
de la pression osmotique
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Figure 7 Représentation schématique des systémes évoqués dans le texte, liés a la résistance
et a I’adaptation au stress osmotique de Listeria monocytogenes et de Salmonella
typhimurium. En noir et gras les élements spécifiques a Salmonella typhimurium et en gris les
éléments spécifiques a Listeria monocytogenes. d’aprés Pichereau et al. (2000) et Sleator et
Hill (2002)

La réponse secondaire

La réponse secondaire correspond a I’accumulation de solutés compatibles. Les
solutés compatibles sont en général de petites molécules sans charge nette a pH
physiologique, hautement solubles, et vis-a-vis desquels la perméabilité membranaire est
contrblée (Gutierrez et al., 1995; Poolman et Glaasker, 1998; Pichereau et al., 2000; O'Byrne
et Booth, 2002; Sleator et Hill, 2002). L’accumulation a de fortes concentrations de solutés
compatibles n’altere pas le fonctionnement enzymatique, et aurait plutét tendance a protéger
les enzymes de la dénaturation par les sels. Ils permettent ainsi le maintien des mécanismes de
réparation de I’ADN et du métabolisme. Ces solutés peuvent étre des amines quaternaires
(bétaine, carnitine), acides aminés (proline), dérivés d’acides aminé (proline bétaine), sucres
(tréhalose, mannitol), et méme de petits peptides.
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La glycine bétaine est le soluté compatible le plus répandu chez les bactéries ainsi que
dans le régne animal et végétal. Son accumulation peut s’effectuer par synthése ou par un
systeme d’importation (Gutierrez et al., 1995; Wood et al., 2001; Sleator et Hill, 2002). La
synthese de la glycine bétaine s’effectue a partir de choline ou de carnitine. Concernant
Salmonella typhimurium, la choline est accumulée dans le cytoplasme par deux transporteurs,
I’un de haute affinité, BetT (BETaine) ; et I’autre de basse affinité, ProU (PROline). Elle est
ensuite oxydee par I’enzyme BetA (choline déshydrogenase) donnant un intermediaire de
forme aldéhydique oxydé en glycine bétaine par I’enzyme BetB. L’addition de choline
pendant un stress augmente la transcription des genes BetA, BetB et BetT, et réprime
I’expression d’un répresseur capable de percevoir la présence de choline, Betl. Un principe
similaire est rencontré chez Bacillus subtilis. La choline est importée par les transporteurs
OpuB et OpuC, puis oxydée par les enzymes GbsB, et GbsA pour donner de la glycine
bétaine en passant par un intermédiaire de forme aldéhydique. L’expression de I’opéron
gbsAB est induite en présence de choline. En théorie Listeria monocytogenes posséde le
matériel nécessaire pour réaliser la synthése de glycine bétaine en utilisant la choline en
précurseur, mais cette voie n’a pas été mise en évidence pour le moment.

Pour Salmonella typhimurium, les transporteurs majeurs impliqués dans la réponse au
stress osmotique sont ProP et ProU (Gutierrez et al., 1995; Poolman et Glaasker, 1998;
Pichereau et al., 2000; Wood et al., 2001; Sleator et Hill, 2002). ProP permet le passage de
bétaine, proline et d’ectoine. Ce transporteur a une affinité modérée pour la glycine bétaine.
Toujours exprimée, sa transcription du gene codant pour ProP est néanmoins soumise a la
régulation par deux promoteurs. Le complexe cCAMP-CRP va inhiber le premier, et le facteur
o° associé a la protéine Fis (protéine s’associant au nucléotide) va augmenter la transcription
par I’intermédiaire du second transporteur. L’induction transcriptionnelle va permettre
d’augmenter I’activité d’importation d’un facteur de 2 a 5. Par contre, |’activation
biochimique du transporteur permet de moduler I’activité d’un facteur supérieur a 5. La
variation de la pression de turgescence, de la concentration en K*, ou du pHi, module la
conformation de la partie C terminale de ProP, ce qui permettrait son activation en cas de
pression osmotique élevée.

Le deuxiéme transporteur ProU appartient a la famille des transporteurs ABC
(Gutierrez et al., 1995; Poolman et Glaasker, 1998; Pichereau et al., 2000; Wood et al., 2001;
Sleator et Hill, 2002). Il a une grande affinité pour la glycine bétaine. Contrairement a ProP,
son activité d’importation dans la cellule est fortement dépendante de la voie
transcriptionnelle par rapport a son activation par la voie biochimique. En conditions
normales, deux régions riches en AT situées dans I’opéron de ProU permettent a la protéine
H-NS de se former un complexe nucléoproteique. Ce complexe liant la protéine en deux
points de I’opéron provoque un enroulement de I’ADN empéchant la liaison de I’ARN
polymerase. En cas de forte osmolarité, c’est une cascade de complexes protéine-protéine qui
va conduire a la libération de I’ADN par H-NS. L’expression de ProU peut étre alors encore
augmentée par le réle de deux promoteurs reconnus par RpoD et RpoS. La régulation de
I’activité du transporteur s’effectue par le biais de ProW (protéine membranaire constituant
ProU) dont une région capte a la fois les variations de tension membranaire mais aussi les
variations de I’osmolarité intracellulaire.

Trois systéemes différents permettent I’accumulation de glycine bétaine chez Listeria
monocytogenes (Hill et al., 2002; Sleator et Hill, 2002). Le premier, BetL, est hautement
spécifique a la glycine bétaine. Ce transporteur est osmotiquement induit par la voie
transcriptionnelle et par I’activité enzymatique. Le deuxiéme OpuC transporte également la
carnitine. De la famille des transporteurs ABC, il est activé par des perturbations de la
membrane plasmique. Le troisieme, GbuABC transporte également la carnitine. La régulation
transcriptionnelle s’effectue par rétrocontréle. Ainsi I’accumulation de carnitine inhibe
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I’activité du transport vis-a-vis de la carnitine et de la bétaine. L’accumulation de petits
peptides ou d’acides aminés peut également conduire a I’inhibition de ce transporteur. En
effet, Listeria monocytogenes a la spécificité de pouvoir accumuler ces molécules dans un but
d’osmorégulation. Cette accumulation permet d’augmenter la turgescence. Ce serait donc soit
les solutés qui interagiraient avec la face cytoplasmique du transporteur, soit I’augmentation
de la turgescence qui conduirait a I’inhibition du transporteur.

La carnitine est trés courante dans la nature. Elle est importée par ProU et ProP chez
Salmonella typhimurium, et par OpuC chez Listeria monocytogenes (Gutierrez et al., 1995;
Wood et al., 2001; Hill et al., 2002; Sleator et Hill, 2002). Par contre, la proline est accumulée
de facon différente chez les bactéries (Gutierrez et al., 1995; Wood et al., 2001; Hill et al.,
2002; Sleator et Hill, 2002). En effet, elle est synthétisée chez les bactéries gram positif et
transportée chez les autres. Le précurseur de la synthese de la proline est le glutamate. Trois
enzymes sont nécessaires a cette voie de synthese unique chez Listeria monocytogenes, une
kinase produit de proB, deux réductases produites de proA et proB. La kinase est régulée par
rétrocontréle par I’accumulation de proline. Chez Salmonella typhimurium, le transport est
effectué par ProU et ProP en particulier. PutP peut également contribuer a I’importation de
proline mais essentiellement dans le but de I’utiliser comme source de carbone.

Le tréhalose est accumulé par synthése en absence de solutés compatibles. Rencontrée
chez Salmonella typhimurium, la biosynthése du tréhalose se réalise en deux phases.
L’enzyme ostA permet la synthese de tréhalose-6-phosphate en condensant du glucose-6-
phosphate et de I’UDP-glucose. Le tréhalose est alors produit a partir de I’intermédiaire par
une tréhalose-6-phosphatase (otsB). L’opéron otsAB (Osmoregulated Trehalose Synthesis) est
sous dépendance du facteur ¢° largement exprimé en cas de forte pression osmotique
(Gutierrez et al., 1995; Kempf et Bremer, 1998; O'Byrne et Booth, 2002).

1.2.2.Influence de l'activité de l'eau sur la vitesse d’inactivation

Si le role de I’activité de I’eau est présenté dans de nombreux travaux portant sur
I’inactivation bactérienne, ces études se limitent a I’étude de I’influence de la concentration en
chlorure de sodium de milieu synthétique ou d’aliment. La majorité des travaux ont pour
objectif I’optimisation de I’activité de I’eau d’aliments, ils comportent le plus souvent peu de
niveaux pour le facteur étudié. Deux gammes d’activité de I’eau sont étudiées, une trés basse
correspondant aux produits secs ou déshydratés, la seconde allant de 0,70 a 1,00
correspondant a la majorité des produits alimentaires (condiments, fromages, saumure,
produits de salaison ou de charcuterie).

Dans une gamme basse d’activité de I’eau, la baisse de I’activité de I’eau protége de
I’inactivation les microorganismes. Sperber (1983) rapporte que la chute d’activité de I’eau de
0,71 & 0,34 divise la vitesse d’inactivation par un facteur de 2 a 4, selon la temperature, les
bactéries du genre Salmonella dans des produit a base de poisson. Pour un passage de 0,51 a
0,11 en activité de I’eau, la vitesse d’inactivation de population d’Escherichia coli et de
Streptococcus faecalis augmente d’un facteur 10 en café, poudre de lait et pommes de terre
séchées (Sperber, 1983). Au sein de luzerne déshydratée a 0,20 d’activité de I’eau, un
mélange de différentes especes du genre Salmonella survit 100 fois plus qu’a 0,60 (Beuchat et
Scouten, 2002).

Un plus grand nombre d’études porte sur une gamme plus élevée d’activité de I’eau.
Deux plages d’activité de I’eau peuvent étre distinguées. De 0,70 a environ 0,90, les
variations d’activité de I’eau semblent avoir peu d’influence. En saumure contenant 10% a
25% de chlorure de sodium, équivalent & une activité de I’eau respectivement de 0,93 et 0,75,
Listeria monocytogenes est capable de survivre durant plus de 200 jours (Larson et al., 1999).
Dans cette gamme d’activité de I’eau, I’ajout de chlorure de sodium a la composition de
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fromage n’a pas ou peu d’effet. 1l peut augmenter Iégérement la vitesse d’inactivation pour
Escherichia coli ou n’avoir aucun effet pour Listeria monocytogenes (Erkmen, 2000; Lekkas
et al., 2006). Une étude en chorizo montre qu’en dessous de 0,92 les variations d’activité de
I’eau ne jouent pratiqguement pas sur la vitesse d’inactivation (figure 8). 1l est alors nécessaire
d’abaisser d’au moins 0,2 I’activité de I’eau pour que la vitesse d’inactivation soit multipliée
par 10. Par contre pour les activités de I’eau plus élevées, une variation de 0,02 entraine une
variation par 10 de la vitesse de destruction (Hajmeer et al., 2006). En bouillon cceur cervelle,
Listeria monocytogenes a le méme comportement (Miller, 1992). Aux activités de I’eau
élevées, une variation de 0,10 ou 0,07 due a I’addition respectivement de chlorure de sodium
et de propyléne glycol augmente la vitesse d’inactivation d’un facteur 10. La sensibilité aux
variations d’activité de I’eau est deux fois plus importante pour les valeurs supérieures a 0,90
indépendemment des auteurs et des milieux utilisés (tableau 2).

Tableau 2 Valeur de I’activité de I’eau (Aw seuil) a partir de laquelle la sensibilité des
microorganismes vis-a-vis de I’addition de dépresseur change.

Genre espéce Aw seuil Dépresseur milieu Réf.
0,87 Propyléne BHI (Miller, 1992)
glycol
0,87 Chlorure de BHI (Miller, 1992)
Listeria monocytogene sodium
Iteria monocytogenes 0,91 Chlorurede  TSB  (Shahamat et al., 1980)
sodium
0,92 Chlorure de BHI (Whiting, 1993)
sodium
salmonella typhimurium 0,94 Chloryre de BHI (Whiting, 1993)
sodium
salmonella spp. 0,92 Chloryre de chorizo (Hajmeer et al., 2006)
sodium
3
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Figure 8 Influence de I'activité de I'eau de chorizo (NaCl utilisé en tant que dépresseur) sur la
durée nécessaire a la premiére réduction décimale (D) de Salmonella spp. incubées a 6°C
(0), 25°C (2) et 30°C (¢) (d’apres Hajmeer et al., 2006).
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1.3. Influence de la température lors d'un stress

La température est I’un des facteurs ayant le plus d’impact sur le comportement
bactérien dans les aliments. Impliquée dans toutes les réactions cellulaires, la température est
probablement le facteur environnemental ayant fait I’objet du plus grand nombre d’études.
Directement responsable de la mort cellulaire dans le cadre de traitements thermiques ou de la
survie bactérienne dans le cadre de la congélation, la température module la vitesse de
croissance pour les températures compatibles avec le développement bactérien. Cette gamme
de température est variable selon les microorganismes et leur environnement. Elle s’étend
environ de 0°C a 45°C pour Listeria monocytogenes et de 5°C a 45°C pour Salmonella
typhimurium (ICMSF, 1996; Membre et al., 2005). Dans cette gamme, les diminutions de
température influencent les réponses des populations bactériennes directement par une
réduction de I’activité enzymatique, modification de la composition cellulaire, modification
des besoins nutritifs, ou indirectement en modifiant la solubilité des solutés, le transport des
ions, les propriétés de diffusion a travers la paroi, les effets osmotiques sur la membrane ou
encore la tension de surface et la densité (Abee et Wouters, 1999; Beales, 2004).

1.3.1 Nature de l'effet protecteur des basses températures

Les basses températures appartenant a la gamme de croissance des microorganismes
ne peuvent pas étre tenues pour responsable de la mort cellulaire, mais associées a un stress
Iétal, elles favorisent la survie des microorganismes (figure 9). L’effet protecteur des basses
températures dans le cas d’un stress létal acide n’a eté observé que pour des cellules de
Salmonella typhimurium en phase stationnaire. Pour des cellules issues de la phase
exponentielle, la diminution de la température n’a pas ou peu d’effet sur la survie bactérienne
(Gawande et Bhagwat, 2002). Le réle protecteur de la température ne peut donc pas étre
rattaché directement a son action physique ou biochimique, mais il semble fortement lié aux
mécanismes de résistance induits en phase stationnaire. Les mécanismes de résistance aux
stress acide ou osmotique pouvant expliquer I’effet protecteur des températures froides sont la
modification de la composition de la membrane, la variation de structure des protéines ou de
I”’ADN, I’expression de protéines de stress froid et I’accumulation de solutés compatibles.
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Figure 9 Effet de la température sur le nombre de réduction décimale engendré par un stress
acide en tampon citrate (pH=3,0) sur des cellules de Salmonella typhimurium en phase
stationnaire de croissance en noir, ou en phase exponentielle en gris (d’apres Gawande et
Bhagwat, 2002).
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Modification de la fluidité membranaire

La diminution de la température provoque une diminution de la fluidité membranaire.
Lorsque la température diminue, les composants de la membrane normalement fluides se
figent empéchant un fonctionnement normal des constituants de la membrane. Dans ces
conditions, les microorganismes n’ont pas la capacité énergétique d’activer leurs transporteurs
membranaires. Le transport des ions, des nutriments, et la respiration par le maintien de la
force proton motrice ne sont plus assurés. Pour faire face a ces phénomenes, la composition
lipidique de la membrane bactérienne change a basse température. Les acides gras courts et
insaturés sont préférés. Chez Escherichia coli, I’acide vaccenique (Cig:1) est préféré a I’acide
palmitique (Ci6:0) (Annous et al., 1997). L augmentation de la teneur en acides gras insaturés
crée de I’instabilité au sein de la membrane. La réduction des acides gras cycliques est
observée chez Salmonella typhimurium au profit des acides gras linéaires (Russell, 1984).
Enfin, chez Listeria monocytogenes, la teneur en acide gras C;s.o augmente au détriment des
acides gras en Cy7, (Carty et al., 1999). En effet, la présence d’acides gras plus courts permet
de diminuer le nombre d’interactions carbone-carbone entre les phospholipides augmentant
I’instabilité de la membrane. Cette synthése des acides gras aux basses températures est
régulée par un changement de configuration spatiale de I’ADN a ces températures (Hurme et
Rhen, 1998).

La confiquration spatiale de '’ADN

L’activité de certains promoteurs est en relation avec la configuration spatiale de la
double hélice. Deux enzymes, une topo-isomérase et une gyrase permettent des variations de
courbure de I’ADN. Les facteurs qui régulent leurs actions sont complexes, mais la
température tient une grande part dans leur régulation. La synthése des acides gras, nécessaire
a la survie des bactéries, la regulation de I’équilibre ATP/ADP ou de I’osmolarité cellulaire
mais aussi I’activation les voies métaboliques anaérobie sont rendues possibles aux basses
températures par ce changement de configuration spatiale (Hurme et Rhen, 1998). Les
protéines de type H-NS sont, elles aussi, impliquées dans la régulation des mécanismes de
résistance aux basses températures. En effet, leur structure change en fonction de la
température altérant leur capacité a se fixer sur I’ADN. H-SN a un role répresseur sur
I’expression des génes. En libérant ’ADN aux basses températures, elle permet la
transcription de génes d’intérét pour la bactérie.

Les protéines exprimées dans le cas de stress froid

Dans le cas de fortes chutes de température, les bactéries synthétisent massivement des
petites protéines. Ces protéines de stress sont impliquées dans la synthése des protéines et le
suivi des ARNm aux faibles températures (Thieringer et al., 1998; Abee et Wouters, 1999;
Ramos et al., 2001; Beales, 2004). La synthése des protéines de stress froid est induite en cas
de choc froid mais elles peuvent étre également exprimées en phase stationnaire de
croissance, lors de la division cellulaire et lors la condensation chromosomique, ou dans le cas
de I’application de hautes pressions ou elles permettent de lutter contre I’inactivation des
ribosomes (Abee et Wouters, 1999). Les protéines CspA (Cold Shock Proteins) produites par
Escherichia coli et CspB produites par Bacillus subtilis ont un réle majeur dans la réponse a
un stress froid. Comme la plupart des proteines de ce type, elles ont la capacité de se lier a
I”’ADN en reconnaissant un motif en Y (ATTGG) et elles possédent également deux motifs de
liaison & I’ARN. CspAF et CspB® augmentent la transcription de la gyrase GyrA et de H-NS.
Elles jouent aussi le r6le de protéine chaperonne facilitant la traduction a basse température.
La spécificité de cette famille de protéines vis-a-vis de la température est rendue possible
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grace a une région non traduite de leurs ARNm qui permet leur traduction aux températures
froides.

D’autres protéines permettent aux bactéries de répondre au stress froid (Abee et
Wouters, 1999; Liu et al., 2002; Beales, 2004). Elles sont impliquées dans la recombinaison,
la transcription (NusA : N (phage lambda protein) utilization substance), I’activité ribosomale
(RbfA : Ribosome binding factor, CsdA : CDP diglyceride synthase), la dégradation de
I’ARNmM (phosphorylase nucléotidique), dans la réparation ou la dégradation des protéines
endommagées ou agglomérées (GroEL : Growth of phage, ClpP CIpB: Caseinolytic
protease). Et de facon plus générale, elles permettent le maintien des fonctions métaboliques,
la chémostase et I’importation de sucre ou de solutés compatibles.

Les solutés compatibles

Les baisses de température entrainent la déstabilisation de la structure tertiaire des
protéines. L’accumulation de solutés compatibles améliore a la fois la stabilité structurelle des
protéines, mais pourrait avoir aussi un effet fluidifiant sur la membrane (Ko et al., 1994;
O'Byrne et Booth, 2002). Certains transporteurs de solutés compatibles peuvent étre activés a
basse température en absence de stress osmotique, c’est le cas de OpuC et de Gbu de Listeria
monocytogenes (Gerhardt et al., 2000; Angelidis et al., 2002; Duche et al., 2002).
L’augmentation de la concentration en glycine bétaine ou de la carnitine autorise alors le
maintien de I’activité enzymatique et donc celui de I’activité métabolique (Abee et Wouters,
1999; Dykes et Moorhead, 2000; Wood et al., 2001). L’augmentation de [I’activité
d’importation & basse température est régulée en grande partie par le facteur ¢® (Becker et al.,
2000; Gawande et Bhagwat, 2002; Brondsted et al., 2003).

1.3.2.Influence de la température sur la vitesse d’inactivation

En fonction de la gamme de température, de 4 & 15°C ou de 15 a 45°C, les variations
de température n’ont pas le méme effet sur la vitesse d’inactivation de Listeria
monocytogenes et de Salmonella typhimurium (figure 10). Deux, trois ou quatre niveaux de
température sont en général étudiés. Sur une gamme de température allant de 4 a 40°C, il est
difficile d’évaluer la sensibilité des bactéries aux températures élevées et aux températures
froides avec aussi peu de niveaux. Néanmoins, le passage de 4 a 30°C multiplie par 10
environ la vitesse d’inactivation de Listeria monocytogenes et de Salmonella typhimurium
quelle que soit la nature du stress. Quelques études montrent une sensibilité moindre au sein
d’aliments, ou alors plus forte mais elles sont minoritaires (tableau 3). Pour les températures
élevées, une augmentation de la température de 20°C multiplie par 10 la vitesse
d’inactivation. Par contre, un effet peu marqué est observé pour les basses températures
comprises entre 4 et 15°C.

Si I’abaissement de la température a un effet protecteur sur les populations
bactériennes, certains travaux mettent en évidence un optimum de survie proche de 12°C. En
bouillon d’enrichissement pour Listeria monocytogenes ou en mayonnaise, les vitesses
d’inactivation a 4°C et 8°C sont équivalentes et plus élevées qu’a 12°C (Membre et al.,
1997a; Hwang et Tamplin, 2005). En produits riches en graisses, la survie de Listeria
monocytogenes et de Salmonella typhimurium est plus élevée a 10°C qu’a 4,4°C et 21,0°C
(Holliday et Beuchat, 2003). Et des études ayant pour objectif de modéliser la survie de
Listeria monocytogenes et de Salmonella typhimurium prédisent un optimum de survie aux
environs de 12°C pour les deux germes (Whiting, 1993; Buchanan et al., 1994). Cependant,
I’observation de cet optimum est rare. La temperature ayant un effet presque nul pour les
zones froides, I’observation de cet optimum pourrait s’expliquer par un mangue de précision
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sur les mesures et/ou une insuffisance de niveaux de températures. Il pourrait également
s’expliquer dans certeins cas par un développement plus favorable de la flore annexe aux
environs de 12°C. Cette croissance de la flore annexe est accompagnée d’une modification du
milieu, le rendant plus propice a la survie (Lekkas et al., 2006).

L’effet de la température ne consiste pas seulement en la modulation de la vitesse
d’inactivation, elle renforce aussi la sensibilité des microorganismes vis-a-vis des variations
d’intensité du stress. Par exemple, la vitesse d’inactivation de Salmonella peut &tre multipliée
par 10 suite a une acidification de 1,8 unités pH a 10°C, ou de seulement 1,2 a 20°C
(Skandamis et al., 2002). L’augmentation de la sensibilité & I’activité de I’eau est également
observée par élévation de la température (Hajmeer et al., 2006). Pour les activités de I’eau
inférieures a 0,90, la sensibilité est multipliée par 4 a 6, a 30°C. Pour les activités de I’eau
plus élevées, I’augmentation de température provogue une hausse de 20% de la sensibilité.

log10(D (h)

26

24+

22¢

0.8
5

m

10

L
15 20 25
Température (°C)

30

35

log10(D (h)

[
@

e
=
T

ra
)
T

]
T

-
=]
T

=y
L=
T

=
=
T

I
]
T

0.8
5

1
10 15 20 25
Température (°C)

30

35

Figure 10 Influence de la température sur la durée nécessaire a la premiére réduction
décimale (D) de Listeria monocytogenes CA et V7 pour un stress en bouillon tryptose
additionné de 0,3% (o) et 0,5% () d’acide acétique, de 0,3% (x) et 0,5% (+) d’acide citrique

ou de 0,3% (>) et 0,5% (<) d’acide lactique (d’apres Ahamad et Marth, 1989).

24



Chapitre 1

L’inactivation non thermique bactérienne : Etat des lieux

Tableau 3 Influence de la température sur la vitesse d'inactivation.

Variation de

Taux de multiplication

Genre espece température de la vitesse d’inactivation milieu REf.
4320°C 10 yaourt [1]
42a8°C 2 yaourt [2]
42a20°C 2 Amidon de pomme de terre [3]
E coli 5a30°C 3 Mayonnaise [4]
5a37°C 5 Féces de bovin [5]
7a25°C 2 Jus de mangue [6]
7a25°C 2 Jus d’asperge [6]
7a25°C 2 yaourt [6]
10 a40°C 10 Mayonnaise [7]
13435°C 10 Bouillon tryptose @ ® [8]
13435°C 6 Bouillon tryptose © [8]
L. monocytogenes 4 324°C 2 Fraise fraiche [9]
4337°C 10 Bouillon cceur cervelle @ [10]
4337°C 10 Bouillon tryptone soja ©  [11]
5a21,1°C 4 Salade de poulet [12]
S, enteritidis 5 5:;1 20°C 4 Salade tarama [13]
5a20°C 10 Salade tarama [14]
15a30°C 4 Plat a base de poisson [15]
Salmonella spp. . .
25a30°C 4 Chorizo [16]
S. flexneri 4437°C 10 Bouillon cceur cervelle @ [17]
Y. enterocolitica 0,6 a23,5°C 10 yaourt [18]

[1] (Bachrouri et al., 2006) ; [2] (Bachrouri et al., 2002) ; [3] (Park et Beuchat, 2000) ; [4] (Hathcox et al.,
1995) ; [5] (Wang et al., 1996) ; [6] (Hsin-Yi et Chou, 2001) ; [7] (Membre et al., 1997b) ; [8] (Ahamad et
Marth, 1989) ; [9] (Flessa et al., 2005) ; [10] (Buchanan et al., 1994) ; [11] (Shahamat et al., 1980) ; [12]

(Guentert et al., 2003) ; [13] (Koutsoumanis et al., 1999) ; [14] (Skandamis et al., 2002) ; [15] (Sperber,

1983) ; [16] (Hajmeer et al., 2006; [17] (Zaika et Phillips, 2005) ; [18] (Little et al., 1994)

(a) : additionné de 0,3M d’acide acétique ; (b) : additionné de 0,3M d’acide lactique ; (c) : additonné de

0,3M d’acide citrique ; (d) additionné de 2% acide lactique ; (e) : additionné de 15,5% ou 20,5% ou 25,5%
NaCl ; (f) : apH=2ou 3 ou 4
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2. Modélisation du stress non thermique

De nombreux articles ou ouvrages présentent la Microbiologie prévisionnelle avec ses
différentes approches. Parmi les plus récents citons le livre « Modelling microbial responses
in food » édité par Mckellar et Lu en 2003 et les articles de Valdramidis et al. (2004) et de
McMeekin et al. (2002). En Microbiologie prévisionnelle, la démarche modélisatrice se
décompose généralement en trois étages (Whiting et Buchanan, 1993). La modélisation
primaire décrit I’évolution d’une population bactérienne en fonction du temps. La
modélisation secondaire décrit I’évolution des parametres primaires en fonction de facteurs
environnementaux (par exemple le pH de I’aliment) ou de facteurs propres aux cellules
bactériennes (par exemple leur état physiologique). La modélisation tertiaire est alors la
combinaison des modeéles primaire et secondaire dans un logiciel permettant, par exemple, de
calculer I’évolution d’une population bactérienne en fonction de facteurs environnementaux.

2.1 Modélisation des courbes de survie : modélisation primaire

La modélisation des courbes de survie liées a un traitement thermique est utilisée
depuis le début du vingtieme siecle afin de quantifier et d’optimiser I’impact des conditions
de traitement. Le modéle log-linéaire (cinétique d’ordre 1) est traditionnellement appliqué
pour décrire I’inactivation thermique de populations bactériennes (Chick, 1908). Dans ce cas,
la courbe de survie est donc décrite par :

N (t) = No e Equation 1

Ou N représente I’effectif de la population survivante au temps t, No est I’effectif de la
population au début de I’application du stress (t =0), et k est le taux de destruction.

L’expression usuelle de ce modele est celle en logarithme décimal, ou le taux de
destruction k céde sa place a un paramétre plus facilement interprétable qui est la durée de
réduction décimale (D) :

t

N (t) = No-:l-o_B Equation 2

La réduction des courbes de survie au comportement log-linéaire a I’avantage de la
simplicité d’utilisation et d’interprétation. Cette vision simpliste des cinétiques d’inactivation
s’est répandue universellement, et a été appliquée a I’optimisation des barémes de stérilisation
ou de pasteurisation. Mais I’emploi abusif de ce modéle peut conduire a des erreurs
d’optimisation si I’inactivation de la population cible dévie trop de la log-linéarité.

2.1.1. La cinétique d’ordre un : un cas particulier

Les courbes log-linéaires de survie sont en fait un cas particulier des courbes de
survie. Concave, convexe, sigmoidale, biphasique ou simple destruction log-linéaire, une
méme espece bactérienne présente différentes formes de courbes en fonction des conditions
expérimentales, que I’on fasse référence aux conditions de stress ou aux conditions de
préparation de I’inoculum (figure 1). De nombreux modéles ont été développes pour décrire
un ou plusieurs types de courbes de survie. Dans le cas du traitement thermique de
populations microbiennes et particulierement dans le cas de spores bactériennes, les allures
des courbes de survie peuvent étre relativement indépendantes des facteurs environnementaux
sans pour autant étre linéaires (Peleg et Cole, 1998; Peleg et Penchina, 2000; Fernandez et al.,
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2002; Mafart et al., 2002; van Boekel, 2002; Couvert et al., 2005). Dans ce cas, un modele
permettant de décrire un seul type de courbe peut étre appliqué. Mais le probleme est plus
difficile a résoudre si I’allure des courbes d’inactivation varie en fonction de I’intensité du
stress appliqué. Dans le cadre de traitement thermique, il s’agit le plus fréquemment de
traitements a faible température et de cellules végétatives (Geeraerd et al., 2000).
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Figure 1 Différentes formes de courbes d’inactivation : biphasique avec épaulement (a),
sigmoidale (b), convexe (c), linéaire (d), concave (e), biphasique (f), linéaire avec trainée (g)

Dans le cadre de I’inactivation non thermique, le phénoméne de non linéarité des
courbes de survie est amplifié, et il est ainsi rare de trouver une courbe de survie log-linéaire.
Comme nous I’avons vu précédemment I’intensité du stress, mais aussi I’adaptation des
cellules, jouent sur I’allure des courbes de survie (cf. paragraphe 1.1.2). La non linéarité des
courbes de survie s’explique par la différence de résistance et de capacité d’adaptation au
stress entre les individus. Elle est liée a la variation génétique entre les individus,
I’hétérogénéité de la transcription, du suivi des protéines, de la protéolyse (Booth, 2002;
Brehm-Stecher et Johnson, 2004).

Deux théories s’opposent pour expliquer la non linéarité des courbes de survie: la
théorie vitaliste et la théorie mécaniste (Lee et Gilbert, 1918; Cerf, 1977; Geeraerd et al.,
2000; Heldman et Newsome, 2003; Valdramidis et al., 2004). Selon les deux théories,
I’épaulement et la trainée qui peuvent étre observés sur les courbes de survies, sont dus a une
hétérogénéite de la résistance au stress.

Selon la théorie vitaliste, la résistance au stress est un caractére intrinséque a I’individu
et cette résistance est variable selon les individus. La non linéarité des courbes de survie est
donc un phénomeéne tout a fait normal, lié par exemple a la plus ou moins grande résistance
d’une molécule critique. Par contre selon la théorie mécaniste, I’hétérogénéité est due a des
facteurs extrinséques a la cellule bactérienne. Cerf (1977) classe les origines de ces facteurs
en trois catégories. Premiérement, la trainée est un phénoméne normal lié aux mécanismes
provoquant I’inactivation. Par exemple, une molécule critique posséderait trois états (sensible,
résistant et inactive). Et le passage d’un état a I’autre expliquerait les courbes sigmoidales de
survie et les concaves. Deuxiémement, la trainée est un phénomene lié aux mécanismes de
résistance (modification de la résistance pendant le traitement). Et troisiemement, la trainée
est un phénomeéne indépendant des mecanismes d’inactivation. Elle peut étre le fruit de
I’hétérogénéité génétique, de I’hétérogénéité du traitement, la présence d’agrégats cellulaires,
des méthodes de dénombrement.
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La construction des modeles peut s’effectuer selon deux approches. L’approche
empirique et I’approche mécaniste. Les modéles empiriques décrivent simplement les données
sans prendre en compte les phénomenes provoquant la réponse observée. Les modeles
mécanistes sont développés a partir de théories, d’hypotheses et permettent d’expliquer la
réponse a modéliser par I’action de phénomenes physiques, biologiques et/ou chimiques.
L’avantage d’une approche mécaniste est d’avoir des bases plus solides pour d’éventuels
développements ou expansions du modele (Ross et Dalgaard, 2003). En Microbiologie
prévisionnelle, la grande majorité des modeéles ne sont pas purement empiriques ou purement
mecanistes. Nous utiliserons le terme « mécaniste » par opposition au terme « empirique ».

De nombreux modeles ont été employés pour décrire I’inactivation due a un stress non
thermique. Le plus souvent, il s’agit de modéles antérieurement proposés dans le cadre de
traitement thermique et dont les applications ont été élargies aux autres stress. Mais certains
modeles ont été spécialement développés pour I’inactivation non thermique (Buchanan et al.,
1993; Whiting, 1993; Membre et al., 1997b; Breand, 1998; Xiong et al., 1999). Tous les
modeles ont été confrontés et critiqués en fonction des théories ou des hypothéses sur
lesquelles ils reposent, mais aussi en fonction de leur parcimonie, de leur performance
d’ajustement, de I’interprétation physique, chimique ou biologique de leurs parametres, de
leur capacité a décrire les différentes formes de courbes de survie, de leur capacité a étre
utilisé sous forme dynamique et donc a décrire le comportement microbien en conditions
environnementales variables (Cerf, 1977; Xiong et al., 1999; Geeraerd et al., 2000;
Valdramidis et al., 2004; Albert et Mafart, 2005). Dans le cadre de cette étude, le propos n’est
donc pas de comparer tous les modéles permettant de décrire une courbe de survie non log-
linéaire, mais, simplement de présenter les différentes démarches et les modéles qui ont été
appliqués dans le cadre de I’inactivation non thermique avec leurs qualités et défauts. Nous
distinguerons deux catégories de modeles : les modeles empiriques d’ajustement regroupant
les modeéles vitalistes ou des modeles empiriques, et des modeéles obtenus a partir d’une
approche plus mécaniste.

2.1.2. Modéles empiriques d’ajustement

Les modeéles vitalistes

Plusieurs travaux ont adopté I’approche vitaliste pour modéliser I’inactivation d’une
population bactérienne en aliment en fonction du temps et des facteurs environnementaux.
Basés sur le modele proposé par Cole et al. (1993), ces travaux proposent de modéliser
I’inactivation de Yersinia enterocolitica en yaourt et en mayonnaise (Little et al., 1994), de
Salmonella enteritidis en salade grecque (Skandamis et al.,, 2002), ou de Listeria
monocytogenes en bouillon d’enrichissement additionné de phénols et de chlorure de sodium
(Membre et al., 1997a). Les prédictions de ces modeles sont tout a fait satisfaisantes et plus
performantes que d’autres modélisations comme celle proposées par le logiciel « Pathogen
Modelling Program » (Skandamis et al., 2002). Cette modélisation permet de décrire des
courbes de survie de forme log-linéaire, log-linéaire avec un épaulement et/ou une trainée. Il
ne permet pas de décrire les courbes de survie biphasique avec ou sans épaulement.
Comparant les différents modeéles permettant de décrire les courbes sigmoidales de survie,
Geeraerd et al. (2000) n’incluent pas ce modele dans leur étude. Les auteurs invoquent le fait
que le modéle log-logistique proposé par Cole et al. (1993) est de nature symétrique, ce qui
n’est pas compatible avec les données observées.
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Les modeles combinés décrivant la croissance et l'inactivation

Certains modeles décrivent le comportement des microorganismes dans sa globalité
comprenant a la fois la croissance et I’inactivation (Ross et al., 2005). La modélisation de
I’inactivation repose alors sur I’approche log-linéaire dans un environnement qui varie en
fonction du temps. Le taux de mortalité des cellules bactériennes est alors supposé étre
directement proportionnel a la concentration en agents Iétaux ou inversement proportionnelle
a la concentration en agents favorables a la croissance. Selon cette approche, la non linéarité
des courbes de survie s’explique par I’acidification de I’estomac (Takumi et al., 2000),
production de bactériocine par une flore d’intérét (Leroy et de Vuyst, 1999; Leroy et al.,
2005), la variation de la concentration en protons, acide faible sous forme non dissociée, en
glucose et saccharose (Skandamis et Nychas, 2003). Ces modéles décrivent convenablement
I’inactivation dans ces conditions spécifiques, mais ils ne peuvent pas étre appliqués sur des
courbes non linéaires de survie en condition constante.

Le modéle de Churchill et Usagi (1972) est tres utilisé dans I’industrie chimique. Il
permet de décrire & la fois la croissance et I’inactivation d’un microorganisme et a été
appliqué a Listeria monocytogenes en bouillon d’enrichissement (Membre et al., 1997a). Ce
modele décrit convenablement I’évolution de la population bactérienne. Néanmoins, ces
parameétres sont difficilement interprétables d’un point de vue biologique. De plus, la taille de
I’inoculum, les vitesses de croissance et de destruction sont étroitement liées. Enfin, le
module permettant de décrire I’inactivation bactérienne est un modéle de type inverse
d’exponentiel. De ce fait, il permet de décrire uniqguement des courbes concaves de survie.

Le modeéle de Gompertz

Le modéle de Gompertz a été utilisé pour décrire I’inactivation de Listeria
monocytogenes en bouillon d’enrichissement (Membre et al., 1997a), et celle de Salmonella
enteritidis en salade grecque (Koutsoumanis et al., 1999). Bien que ce modele s’ajuste
convenablement sur les courbes d’inactivation bactérienne, le parametre (No) n’est pas égal a
I’effectif initial de la population. Les autres parameétres n’ont pas plus de signification
biologique. De plus sous la forme différentielle, ce modele n’est pas indépendant du
parametre No ce qui permet plus difficilement son utilisation pour décrire le comportement
microbien en conditions environnementales variables (Geeraerd et al., 2000).

Le modele de Membré et al. (1997b)

Membré et al. (1997b) ont proposé un modele exponentiel pour décrire I’inactivation
de Salmonella typhimurium en mayonnaise. Ce modele est de la forme :

Ioglo(N(t)): (:I-”Lloglo(l\lo))_ek't Equation 3

Le paramétre k permet de renseigner sur la vitesse d’inactivation (plus il est faible,
plus la vitesse est faible). L’avantage de ce modele est de comporter uniquement deux
parameétres. Mais il peut s’appliquer uniquement aux courbes convexes de survie. De plus, la
dérivée de ce modele par rapport au temps est dépendante de No (Valdramidis et al., 2004).
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Le modeéle tri linéaire

Le modéle de Buchanan et al. (1993) a été appliqué afin de décrire I’inactivation de
Listeria monocytogenes en bouillon cceur cervelle (Buchanan et al., 1993; Buchanan et al.,
1994; Buchanan et Golden, 1994; Buchanan et al., 1997; Buchanan et Golden, 1998). Ce
modele linéaire segmenté prend en compte I’épaulement et la phase de destruction de la
population. Bréand (1998) a étendu ce modele a la description de la trainée pour Escherichia
coli en bouillon trypticase soja :

log,,(N, )+ kK, t si t<ty,
log,,(N(t) =1 10g5(Ng )+ Koty + k.(t—tlag) Sty <t <t Equation 4
10010 (Ng )+ Kot + Kl —tog) SI toge <t

Ce modele comporte cing parameétres : No I’effectif initial de la population, ko le taux
initial de mortalité, tiag le temps de latence pendant lequel la vitesse de mortalité est faible, k
le taux maximal de mortalité, tyax le temps a partir duquel le traitement n’a plus d’effet sur la
population, son effectif est alors constant. Ce modele décrit une inactivation sigmoidale
(figure 2) avec kiz0 (a.1) ou k=0 (a.2) ; log-linéaire avec un épaulement (b) ; log-linéaire
avec une trainée (c). Il ne permet pas de décrire les courbes de type biphasique ou concave. Et
il n’est pas différentiable en raison de sa nature segmentée.

Survivants (Iogm(UFc.mI"))
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0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

durée du stress

Figure 2 Allures des courbes de survie décrites par le modéle étendu de Buchanan. Allure
sigmoidale (a.1, a.2), linéaire avec épaulement (b), linéaire avec trainé (c).
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2.1.3. Modeles basés sur la distribution de Weibull

La distribution de Weibull est I’une des distributions les plus répandues pour la
description de la durée de vie de piéces mécaniques par exemple. En Microbiologie, cette
distribution de la durée de vie a été d’abord employée pour décrire I’inactivation bactérienne
due a stress thermique (Peleg et Cole, 1998; Fernandez et al., 1999). Selon ces travaux, la
distribution de la résistance au stress au sein de la population bactérienne suit une distribution
de Weibull. L’évolution de la population durant I’application d’un stress peut étre alors
décrite par :

NGO _ 1

N ; Equation 5

Dans ce cas, o est un parametre d’échelle, plus a est grand, plus la durée de vie des
individus est longue, et B est un parametre de forme. Mais ce n’est pas la variation de
I’effectif de la population par rapport a I’effectif initial qui est observée et mesurée par les
microbiologistes, mais le nombre de survivants en fonction du temps. L’équation permettant
de décrire la courbe de survie de la population bactérienne est alors :

ol
N ('[): N,.e ** Equation 6

En passant en base décimale, Mafart et al. 2002 ont reparamétré cette équation en :

(Y
N(t)=N,.10 5 Equation 7

Avec : 0 le temps nécessaire a la premiere réduction décimale, et p parametre sans
dimension qui n’est autre que le paramétre  sous une autre notation et qui décrit donc la
forme de la courbe de survie. En fonction de la valeur de ces parameétres, le modele de
Weibull permet de décrire différentes allures typiques des courbes de survie (figure 3). Sip ou
B est inférieur a 1, la courbe de survie est concave (figure 3, ¢). Si p ou B est supérieur a 1, la
courbe de survie est convexe (figure 3, b). Si p ou B est égal a 1, la courbe de survie est log-
linéaire (figure 3, a). Dans ce dernier cas en base décimale, nous avons donc & qui correspond
au parameétre D.

Le modele de Weibull a été appliqué dans le cadre de I’inactivation non thermique
sous ces deux différentes formes. Sous sa forme népérienne, il a été employé pour décrire
I’inactivation de populations microbiennes soumises a un désinfectant volatil (Corradini et
Peleg, 2003), et celle de Salmonella en chorizos (Hajmeer et al., 2006). Sous sa forme
décimale, il a permis de décrire I’inactivation de Yersinia enterocolitica soumise a stress acide
(Virto et al., 2005).

Par ailleurs, ce modele a été trés appliqué dans le cadre du traitement thermique
(Heldman et Newsome, 2003). Une forte corrélation est observée entre le parametre d’échelle
(6 ou a) et le parametre de forme (B ou p) (Peleg et Penchina, 2000; Mafart et al., 2002;
Couvert et al., 2005). De plus, le parametre de forme varie peu en fonction des conditions
environnementales et en particulier la température de traitement (Peleg et Penchina, 2000;
Fernandez et al., 2002; van Boekel, 2002; Couvert et al., 2005). Ceci est confirmé dans le
cadre de I’inactivation non thermique pas les travaux de Hajmeer (2006) qui trouve une valeur
trés proche (B~0,3) quelle que soit I’activité de I’eau des chorizos, la température et le flux
d’air durant leur stockage. Par contre Virto et al. (2005) trouvent que la courbure (p) change
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en fonction de la température d’inactivation, mais pas ou peu en fonction de la concentration
en acide du milieu.

Dans certains cas, le parametre de forme (B ou p) est donc considéré commun a toutes
les cinétiques de survie quelles que soient les conditions de stress, ce qui permet d’obtenir
seulement un parameétre (3 ou a) a estimer en fonction des conditions d’inactivation. Cette
simplification induit que I’épaulement est lié a la vitesse d’inactivation caractérisée par & ou
a. Ainsi, les modeles caractérisant I’épaulement et la vitesse par deux parametres différents
(tiag et k par exemple) seraient surparamétrés dans certains cas pour décrire les cinétiques
d’inactivation.

10

Survivants (Iogm(UFc.mI"))
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Figure 3 Allures des courbes de survie décrites par le modele de Weibull et par sa forme
modifiée (Albert et Mafart, 2005). (a) linéaire, (b) convexe, (c) concave, (d) linéaire avec
trainé, (e) sigmoidale.

Si le modéle de Weibull rend compte des allures linéaire, convexe et concave, il ne
rend pas compte de I’allure biphasique ou sigmoidale des courbes survie. Afin de pouvoir
décrire une trainé en fin de cinétique, le modéle de Weibull sous sa forme reparamétrisée par
Mafart et al. (2002), a été modifié par I’ajout d’une asymptote inférieure (correspondant aux
long temps de traitement) (Albert et Mafart, 2005). Cette asymptote représente une fraction
irréductible de la population par le stress appliqué. Le modéle s’écrit :

t

N(t)=(N,~N,, )10_[5j +N Equation 8

res

OU Nres est la concentration résiduelle de microorganismes a la fin du traitement
applique.

Ce modele présente de nombreux avantages (Albert et Mafart, 2005), et il répond
notamment aux différents critéres requis pour décrire I’inactivation microbienne, énumerés
par Geeraerd et al. (2000). Il est parcimonieux avec seulement 4 paramétres (No, Nres, 9, p).
Un modele dynamique peut étre formulé. Ces paramétres sont facilement interprétables
notamment & qui est proche du parametre D utilisé traditionnellement. 1l permet de décrire un
grand nombre de formes de courbes de survie (cf. figure 3), hormis les allures biphasiques
avec épaulement.
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2.1.4. Modele de Geeraerd et al. (2000)

Comme nous I’avons déja indiqué, Geeraerd et al. (2000) ont étudié et critiqué les
modeéles non linéaires permettant de décrire les courbes de survie non log-linéaire qui
apparaissent souvent dans le cadre de traitements thermiques modérés. Ces auteurs proposent
un nouveau modele sous une forme dynamique, il est basé sur les deux équations suivantes :

dN _ —k_..N. 1 _(1— NfES] Equation 9
dt 1+C, N
dic =—k_..C, Equation 10

N représente alors la concentration des microorganismes ; kmax le taux de mortalité ;
Nres I’effectif résiduel de la population en fin de traitement; C. pourrait étre lié a I’état
physiologique des cellules, avec un épaulement plus ou moins long en fonction de leur
capacité a résister au stress, et qui correspond a la « fonction d’ajustement » du modéle de
croissance de Baranyi et Roberts (1994). En conditions statiques, le modéle peut s’écrire

MO - (N e HEO v, o
+C,(0)e

Avec C(0) lié a I’état physiologique initiale de la population.

Ce modele permettrait donc de prendre en compte I’état physiologique de la
population par I’intermédiaire de I’épaulement et du taux de mortalité. Nys peut étre
dépendant des conditions physiologiques ou de I’intensité du stress, puisqu’il représente une
fraction de la population plus résistante. Greenacre et al. (2003) étudie I’adaptation au stress
acide de Salmonella enterica et Listeria monocytogenes. L’exposition a des pH modérés est
effectuée pendant 1 a 6 heures. Le milieu d’adaptation est acidifié a pH 5,0, 5,5 et 5,8 selon le
microorganisme, avec de I’acide acétique ou de I’acide lactique. La période d’adaptation est
suivie par un stress acide de pH=3,0 (HCI) en bouillon trypticase soja additionné de glucose
(1%). Pour caractériser I’adaptation des microorganismes, les auteurs utilisent le temps
d’épaulement ou temps de latence a la mortalité (tiag), et le temps nécessaire pour arriver en
début de trainée (tres) :

. _Inc(0)
lag K

max

Equation 12

Equation 13

Malgré tout, I’évolution des différents parametres n’a pas été étudiée completement en
fonction des conditions d’adaptation. En effet, les auteurs ont ajusté le modele de Geeraerd et
al. (2000) avec Nres €gale a 0, pensant que I’adaptation au stress ne joue que sur I’épaulement
et le taux de mortalité. De plus, comme I’effectif de la sous-population résiduelle est faible et
que I’erreur des dénombrements aux faibles concentrations est élevée, ils considérent qu’ils ne
peuvent pas travailler avec le paramétre Nyes. Avec cette simplification, ils concluent que ce
modele n’est pas adapté pour décrire I’adaptation au stress acide de Salmonella enterica et de
Listeria monocytogenes.
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Le modele de Geeraerd et al. (2000) a été modifié par ses auteurs afin d’introduire un
temps de latence a I’épaulement a la place du parametre C.(0) (Geeraerd et al., 2005). lls
posent :

C.(0)=g"m "= Equation 14
AVeC tiog durée de I’épaulement équivalent au temps de latence a la mortalite.

Le modele devient donc :

Kimax -tiag
N (t) = (NO -N res )'e_knwt (14_ (ekm:ﬁag _1)e_kmax-t J +N res Equation 15

Ce modele a été utilisé pour décrire I’inactivation de Listeria innocua en bouillon
cceur cervelle additionné d’acide lactique (Janssen et al., 2004; Janssen et al., 2005). Il
s’ajuste correctement aux courbes expérimentales. De plus, il renseigne sur la vitesse
d’inactivation par I’intermédiaire des paramétres kmax et tig. Le premier augmente avec
I’augmentation de la concentration en acide lactique ou la diminution du pH et le second
diminue avec I’augmentation de la concentration en acide lactique ou la diminution du pH. La
trainée n’est pas observee sur I’ensemble des données, mais ponctuellement sans relation
semble-t’il avec le pH ou la concentration en acide du milieu d’inactivation. En effet, sur 7
courbes de survie a pH=6,20 et de concentration totale en acide lactique 0,0379 M, 0,0485 M,
0,0526 M, 0,0637 M, 0,0738 M, 0,0816 M, 0,0963 M, 0,1047 M, seule une courbe (0,0485
M) présente une trainée.

Survivants (Iogm(UFc.mI"))

i] 1 1 1

1 1 I
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
durée du stress

Figure 4 Allures des courbes de survie décrite pas le modele de Geeraerd et al. (2000; 2005).
(a) log-linéaire, (b) log-linéaire avec trainé, (c) log-linéaire avec épaulement, (d) sigmoidale.
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Geeraerd et al. (2000) remarquent que, sous la forme dynamique, leur modele est une
reparamétrisation du modeéle de Baranyi et Roberts (1994) proposé pour la croissance et du
modele de Whiting (1993) sous sa forme sigmoidale (k,=0) (1993). Il est a noter que le
modeéle de Baranyi et Roberts (1994) a été utilisé pour décrire I’inactivation de Salmonella
enteritidis en salade grecque (Koutsoumanis et al., 1999). Ce modéle permet une meilleure
description des courbes de survie que le modéle de Gompertz (Koutsoumanis et al., 1999).

Le modele de Geeraerd et al. (2000; 2005) comporte de nombreux avantages. Le
modele est suffisamment flexible pour décrire les allures de courbes sigmoidales dans le cas
général, log-linéaire si Nres=0 et C. ou tj5g=0 ; log-linéaire avec trainée si Nyes>0 et C¢ 0U tiag
=0 ; convexe avec Nres=0 et C ou tiag >0. 1l peut s’ecrire sous forme dynamique indépendante
des conditions initiales de traitement (No et to), ce qui facilite son utilisation en conditions
variables. De plus, ses différents parametres peuvent étre facilement interprétés, notamment
sous la forme proposée en 2005 (équation 15). Par contre, il ne permet pas de décrire les
courbes concaves ou biphasiques avec épaulement.

2.1.5. Modeles basés sur l'existence de deux sous-populations

Le modéle de Cerf (1977)

Le modele proposé par Cerf (1977) a été utilisé pour décrire I’inactivation thermique
bactérienne. Néanmoins il trouve sa place dans ce chapitre puisque plusieurs modéles
découlent de I’approche adoptée pour développer ce modele. En effet, ce modeéle repose sur
I’existence de deux fractions de résistances différentes au stress au sein de la population.
L’inactivation de chaque sous-population suit une courbe de survie décrite par un modele
d’ordre un. Il peut s’écrire :

N(t)= No(f.e™* +(1—f)e™") Equation1s

ou f est la proportion au sein de la population totale de la population majoritaire, k; le
taux de destruction de cette sous population et k; le taux de destruction de la population
minoritaire. Ce modéle permet uniquement de décrire des allures biphasiques.

Le modele de Xiong et al. (1999)

Dérivé du modele de Cerf (1977), le modele de Xiong et al. (1999) a été établi sur les
courbes de survie de Staphylococcus aureus en bouillon cceur cervelle (Whiting et al., 1996).
Ce modeéle inclut un temps de latence a la mortalité. Le modéle de Xiong et al. (1999) peut
s’écrire :

N (D)= N, si t<t
= INg(F e (1 e ) s ot

Pour des raisons simplificatrices, Xiong et al. (1999) considére le temps de latence
(tiag) commun aux deux sous populations. Pour les temps inférieurs a tiag, I’effectif de la
population est constant et égal a I’effectif initial No. A partir de I’instant tiag, la population
décroit. La proportion de la population la plus sensible, note f, décroit a la vitesse k;. Le taux
de mortalité de la population la plus résistante est noté k,. Bien que ce modele décrive
I’ensemble des allures des courbe de survie, il est segmenté et donc pas différenciable par
rapport au temps.

lag

Equation 17

lag
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10 T T T T T T T T T

Survivants (Iogm(UFC.mI"))

3 1 1 1

[] 1 1 1 1
60 70 80 90 100

Y 1
0 10 20 30 40 50
durée du stress

Figure 5 Allures des courbes de survie décrites par le modéle Xiong et al.(1999) (a) linéaire,
(b) biphasique, (c) linéaire avec épaulement, (d) biphasique avec épaulement, (e) sigmoidale.

Le modeéle de Whiting (1993)

Le modele de Whiting (1993) est dérivé du modele proposé par Kamau et al. (1990)
basé sur le modele logistique. Il a été proposé pour décrire I’inactivation non thermique de
Salmonella, Listeria monocytogenes et Staphylococcus aureus en bouillon cceur cervelle
(Whiting, 1993; Buchanan et al., 1994; Whiting et al., 1996). Dérivé du modele logistique, il
repose sur la coexistence de deux sous populations de résistances différentes au stress. 1l peut
s’écrire sous la forme (Whiting et al., 1996) :

fll+ eikl't'ag 1— f L+ e*kz-tlag )
1E_ ekl-(t—hag) )+ ( 1+)e(k2.(tt,ag) )] Equation 18

N(t)=N,

Avec : No : I’effectif initial de la population
tiag : temps de latence a la mortalité
f : la proportion de la population majoritaire dans la population totale
ki : le taux de mortalité maximum spécifique de la population majoritaire
ks : le taux de mortalité maximum spécifique de la population minoritaire

L’avantage du modele de Whiting (1993) est d’étre flexible car il permet de décrire un
grand nombre d’allures typiques des courbes de survie suivant les valeurs prises par ses
parameétres (Geeraerd et al., 2000). Le cas général est décrit par I’équation ci-dessus avec f
<1, t1ag#0, k120, et ko #0, I’allure de la courbe est biphasique avec épaulement (figure 6, (e)).
Nous pouvons citer quelques formes particulieres caractéristiques :
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Sif=1ettj,4=0 alors :

2

N(t)=Nom

Dans ce cas la courbe de survie est trés proche d’une destruction log-linéaire (Figure ,
(a)). Mais, cette équation ne peut pas se simplifier en une équation linéaire (Whiting, 1993).
Si fy =1 et tjog#0 alors :
-k, .t
l+e ™
N (t): NO 1+ ekl'(t_tlag)

Le modele décrit alors une courbe de survie log-linéaire précédée d’un épaulement
(figure 6, (b)).

Si f1 <1 et tjog=0 alors :

N(t):NO[ 2f, 20 fl)J

1+e4t  14ekt

La courbe de survie est alors biphasique (figure 6, (c)).
Si fy <1, tj5470 et k=0 alors :

f et
N(O) - N[J—(—Qa n)j
1+e

La courbe de survie est alors sigmoidale (figure 6, (d)).

10 T T T T T T T T T

Survivants (Iogm(UFc.mI"))

] 1 1 1 ) 1 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

durée du stress

Figure 6 Allures des courbes de survie décrites par le modéle de Whiting 1993, (a) linéaire,
(b) linéaire avec épaulement, (c) biphasique, (d) sigmoidale), (e) biphasique avec épaulement.
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L’ensemble des parametres du modele de Whiting (1993) est a peu prés interprétable
et de dimension simple. Nous pouvons néanmoins noter que la valeur du parameétre tjag ne
correspond pas tout a fait au temps a partir duquel la population décroit. Par exemple, figure
6, la valeur de t,g est de 30 alors que la valeur du temps de latence qui peut étre estimé
visuellement semble inférieure, proche de 25. Ce modéle peut s’écrire sous une forme
dynamique mais elle est dépendante de Ny ce qui ne facilite pas son usage en conditions
dynamiques.

2.2. Modélisation de l'influence de I'environnement sur la vitesse
d’inactivation : modélisation secondaire

Dans le cadre de la croissance bactérienne, la totalité des parametres primaires (par
exemple : le taux de croissance et le temps de latence) sont modélisés en fonction des
conditions environnementales. Par contre, pour I’inactivation non thermique, les auteurs
n’utilisent pas totalement la paramétrisation de leur modele primaire, mais a partir de celle-ci,
ils déduisent le temps nécessaire pour diminuer I’effectif de la population d’une certaine
proportion. Ainsi, un indice apparait : le t,p, calculé a partir de I’estimation des parametres
primaires. Cet indice permet de rendre compte du temps nécessaire pour arriver a n réductions
décimales. En général, les auteurs envisagent une, deux ou quatre réductions décimales,
I’indice s’appelle donc logiquement les tp, top , tap. Mais ce parametre ne renseigne en rien sur
I’évolution de I’allure des courbes de survie. Imaginons que deux courbes de survie obtenues
dans différentes conditions environnementales permettent d’obtenir la méme valeur de typ. La
premiére étant concave et la seconde convexe, les temps nécessaires a 1 ou 2 réductions
décimales sont complétements différents. Néanmoins le t,p a I’avantage de refléter la vitesse a
laquelle les cinétiques évoluent et de permettre une modélisation pseudo secondaire d’un seul
parametre. En effet, il faudrait réaliser pour chaque paramétre primaire cette modélisation, et
les modeles les plus parcimonieux comportent 3 parametres.

Pour des stress non thermiques, la modélisation secondaire est restreinte a quelques
travaux. Nous ne traiterons pas de la modélisation vitaliste qui est effectuée en une seule
étape, intégrant les facteurs environnementaux au méme niveau que le temps (cf. paragraphe
2.1.2). En microbiologie prévisionnelle, les modéles polynomiaux sont majoritaires. Dans le
cadre de I’inactivation non thermique, seulement cing travaux proposent des modeles pouvant
se distinguer de I’approche polynomiale.

2.2.1. Modélisation polynomiale

Les modéles polynomiaux permettent de rendre compte de I’influence simultanée de
nombreux facteurs en prenant en compte leurs interactions (tableau 1). Ils sont faciles
d’utilisation, puisque leur ajustement consiste en une simple régression linéaire multiple,
permettant de plus une estimation trés simple des intervalles de confiance des parameétres. Ils
peuvent étre trés utiles dans le cadre d’une optimisation de composition d’un milieu ou d’un
aliment. Buchanan et al. (1994) adoptent cette approche pour décrire I’influence de la
température, du pH, de la concentration en acide lactique, de la concentration en chlorure de
sodium et la concentration en nitrite de sodium sur la vitesse d’inactivation de Listeria
monocytogenes. Ce modele est le suivant :
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Int,, )= 7,2946 +0,1566.T + 0,237.S-3,2522.L + 0,000749.N - 0,00976.T.S
-0,0213.T.L -0,000397.T.N -0,1061.S.L -0,000595.S.N - 0,0509.L.N

-0,00671.T?-0,0178.5% +1,9463.L° -0,0000198.N* -0,00257.T.S.L
-0,00000105.T.S.N +0,000185.T.L.N -0,0000228.S.L.N +0,0000442.T.S?
+0,00000145.T.N* +0,0108.T.L* +0,000222.T%.S +0,00000134.T?.N
+0,000209.T%.L +0,0459.S.L% +0,00000224.S.N” +0,00264.5%.L
-0,000000448.5%.N +0,0000669.L.N* +0,0141.L>.N +0,0000344.T°
+0,000364.S> -0,7234.L° -0,000000026.N* +0,0000318.T.S.L.N

Equation 19

Avec T la température, S la concentration en chlorure de sodium, L la concentration en
acide lactique, et N la concentration en nitrite de sodium.

Ce type d’équation est généralement simplifié en conservant les termes statistiquement
significatifs. Dans les travaux de Buchanan et al. (1994), cette simplification permet de passer
de 36 a 12 parametres pour décrire I’influence de 4 facteurs :

In(t,; )= 0,9354 +0,052.T -5,7174.L -0,0108.T.S-0,0511.L.N
-0,00401.T2 +3,6059.L% +0,0000835.L.N? +0,000219.T2.S Equation 20
+0,0136.L*.N-1,0113.L° +0,0000318.T.S.L.N

Outre leur aspect inesthétique, les modéles polynomiaux a I’image de I’équation 19
comportent un grand nombre de parametres et manquent donc de parcimonie. Méme si
I’élimination des coefficients non significatifs permet d’obtenir un modele plus parcimonieux,
les différents coefficients sont difficilement interprétables.

De plus le domaine d’utilisation de ces modeles est plus restreint que I’espace
multidimensionnel défini par les bornes des gammes étudiées des différents facteurs (Baranyi
et al., 1996; Le Marc et al., 2005). Ces modeles sont tres, et méme, trop flexibles et s’ils sont
utilisés en dehors de la plage d’interpolation, ils peuvent conduire a des estimations
aberrantes. Par exemple, Geeraerd et al. (2004) remarque que le modéle proposé par
Buchanan et al. (1997) induit une augmentation tsp pour une augmentation du taux de nitrite
de sodium aux fortes concentrations. Il est donc nécessaire d’intégrer les connaissances
biologiques sur I’'influence des différents facteurs considérés pour construire un modéle
secondaire.
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2.2.2. Modélisation modulaire

Opposée a ces modeles « boites noires », une autre approche est adoptée pour
modeéliser le comportement bactérien. Cette approche est tout aussi empirique que I’approche
polynomiale. Elle ne conduit pas non plus a de meilleurs ajustements, mais elle repose sur
I’intégration de la connaissance des phénomeénes biologiques, la possibilité d’étendre le
modele a de nouveaux facteurs, I’interprétation biologique des parameétres, la parcimonie et la
robustesse. Dans le domaine de la croissance bactérienne, le y concept illustre parfaitement
cette approche (Zwietering et al., 1992). Un modeéle de ce type peut s’exprimer de la forme :

W= Hop 77 (T)7 o (PH) 74, (2, )&E(T. pH,a,,) Equation 21

Avec [ le taux de croissance a la température T, au pH pH et a I’activité de I’eau ay.
Hopt €St le taux de croissance en condition optimale. L’influence individuelle de chaque
parametre est exprimée par un terme y et & est le terme reflétant I’influence des interactions
entre les différents facteurs considérés. Chaque terme comprend des paramétres ayant un sens
biologique par exemple la température minimale ou optimale de croissance. De plus chaque
module a une valeur comprise entre 0 et 1. L’effet inhibiteur d’un facteur peut étre alors
quantifié par la valeur du terme. Si le terme est égal a 1, le facteur considéré est a la valeur
optimale pour la croissance. Si le terme est égal a 0, le facteur ne permet pas la croissance.

Cette approche modulaire a été étendue a I’inactivation thermique tant au niveau des
conditions de traitement que des conditions de revivification (Gaillard et al., 1998; Mafart et
Leguérinel, 1998; Couvert et al., 1999). Par analogie aux modéles de croissance, les auteurs
expriment la vitesse d’inactivation (1/0) plutdét que la résistance (8) dans des conditions
données de traitement en fonction de la résistance (1/8°) en conditions de références. Inspirés
du modeéle de Bigelow (1921), ces modeéles sont de la forme :

1 1 . .
5= 57 (7w (PH)y (@) Equation 22

Avec 0 le temps nécessaire pour atteindre la premiére réduction décimale (cf.
paragraphe 2.1.3). 6 est alors la durée nécessaire a la premiere réduction decimale dans les
conditions de référence « * ». Chaque module refléte I’influence d’un facteur sur la résistance

(9).

Les conditions de référence peuvent étre des conditions conventionnelles ou faire
référence a un optimum de survie. Dans le cas de la température de traitement, plus la
température de traitement est élevée plus la vitesse de destruction est élevée, la température de
référence T  est égale & 121,1°C. Dans le cas de I’activité de I’eau du milieu de revivification,
il existe une valeur optimale pour la survie (Coroller et al., 2001).

Peu de travaux adoptent I’approche modulaire (tableau 2). Chaque travail propose un
modele différent pour quantifier I’influence du stress acide sur la résistance bactérienne. La
diversité des modeles et le faible nombre d’études ne permettent pas de juger de la robustesse
des modeles proposés. Toutefois, Bréand (1998) propose un modele de type « Bigelow » pour
décrire I’inactivation d’Escherichia coli due & un stress acide. Ce modéle est de la forme
suivante :

ApH

k=a10 % Equation 23

Avec k le taux de destruction, Z est I’écart de pH entrainant une variation par 10 de k,
ApH est I’écart de pH entrainant le stress, et a est le taux de destruction sans variation de pH.
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L’évolution de la vitesse d’inactivation semble bien suivre une tendance exponentielle

en fonction du pH, le modéle s’ajustant correctement quelque soit I’acidulant. Il permet de

comparer I’efficacité des acides en fonction de la valeur de Z qui refléte la sensibilité du

microorganisme vis-a-vis de I’acide utilisé. Plus la valeur de Z est grande, plus il faut une
grande variation de pH pour faire varier le taux de destruction, et donc moins le

micoorganisme est sensible aux variations de pH.

Tableau 2 Exemples de modéles secondaires utilisés pour I’inactivation non thermique
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Chapitre 1 L’inactivation non thermique bactérienne : Etat des lieux

Citons également le modéle proposé par Buchanan et al. (1993) pour I’effet des acides
acétique, citrique, lactique et malique (Buchanan et al., 1993; Buchanan et Golden, 1994,
1998). Ce modele prend en compte la concentration en acide non dissocié et s’écrit :

In(t,; )= a+/[AH]+b Equation 24

Il s’agit d’un modele linéaire classique ou a et b sont respectivement le coefficient
directeur et I’ordonné a I’origine, et [AH] la concentration en acide non dissocié déterminée a
partir du pH de I’environnement et le pK, de I’acide par I’équation d’Henderson-Hasselbach.

Le dernier modele est celui de Virto et al. (2005). Ces auteurs proposent eux aussi une
régression linéaire, mais ils considerent alors la concentration totale en acide comme facteur
influant. Le modeéle est de la forme :

In(5) = a[Acide]+ b Equation 25

Avec 0 le temps nécessaire a la premiére réduction décimale (modéle de Weibull
reparamétrisé par Mafart et al. (2002)), et [Acide] est la concentration en acide totale.

Ces deux modeéles sont des régressions linéaires, ils peuvent étre facilement
reparamétrisées pour donner un modele de la forme « Bigelow ».
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Objectifs et Stratégie des travaux

Comparé au domaine de la croissance bactérienne ou a celui de I’inactivation
thermique, le champ de modélisation de I’inactivation non thermique en est encore a ses
premiers balbutiements. Si la physiologie de la réponse au stress est tres étudiée, si les
principaux facteurs influents sur la vitesse d’inactivation et leur mode d’action sont également
bien connus, seuls quelques rares travaux traitent de la modélisation de I’inactivation non
thermique. Aucune modélisation primaire ne se dégage vraiment des travaux realises et aucun
modeéle n’est capable de décrire I’ensemble des allures de courbes de survie et leur évolution
en fonction de I’intensité du stress ou de I’état physiologique de la population.

L’un des objectifs de ces travaux est de développer un nouveau modeéle primaire
permettant de decrire I’évolution de populations bactériennes quelle que soit la nature ou
I’intensité du stress subi et I’état physiologique des cellules.

Les facteurs environnementaux communément reconnus comme les plus importants
sont étudiés : I’acidité avec I’effet du pH et la concentration en acide lactique non dissocie,
I’activité de I’eau avec le chlorure de sodium comme dépresseur, et la température de
stockage. La modélisation de la vitesse d’inactivation en fonction de ces facteurs a déja éte
réalisée en choisissant, entre autre comme réponse caractéristique de la résistance, le t,p et
une approche polynomiale au niveau secondaire (Chapitre 1). Toutefois, I’absence de
véritable modele primaire ne permet pas une extrapolation de la prédiction de I’inactivation
bactérienne a d’autres milieux que celui utilisé, ni a d’autres taux de réduction décimale que
celui choisi (correspondant a la valeur de n).

L’ambition de ces travaux est de proposer un outil de simulation plus général,
intégrant les connaissances des phénomeénes physiologiques responsables de la mort
bactérienne. L’étude de I’influence des facteurs de stress se fera en milieu synthétique et selon
une approche mono factorielle, afin de favoriser une modélisation secondaire de type
modulaire. Ce type de démarche devant conduire a terme a I’extrapolation a de nouveaux
milieux.

Classiquement, la modélisation du comportement bactérien se réalise en trois étapes :
modélisation primaire, secondaire et tertiaire. Les deux premiéres étapes sont réalisées en
milieu synthétique, afin de limiter le nombre de facteurs pouvant influencer la résistance
bactérienne. Pour pouvoir prédire I’impact de variations physicochimiques sur la résistance
d’une population bactérienne en aliment, il est nécessaire de valider les modeles primaires et
secondaires développés au sein de nouveaux environnements.

Deux bactéries cibles ont été choisies pour ces travaux : Listeria monocytogenes et
Salmonella typhimurium. Ce choix a été guidé bien sar par le fait qu’il s’agit de pathogénes
d’origine alimentaire importants pour I’homme, mais aussi a cause de leurs différences
physiologiques dans I’objectif de construire des modeéles primaires et secondaires robustes
reflétant un comportement bactérien général. La simplicité des modeles et I’interprétation des
parameétres sont favorisés pour permettre une plus grande facilité d’utilisation.
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Chapitre 2 :

Modélisation Primaire et influence des conditions de
préculture sur la résistance bactérienne

1. Développement d’'un modeéele primaire

La forme des courbes de survie est dépendante de I’état physiologique de la population
bactérienne stressée, de I’intensité du stress, et de sa nature. L’objectif de ces travaux est donc
dans un premier temps de développer un modele primaire permettant de décrire les courbes de
survie de Listeria monocytogenes et Salmonella typhimurium. 1l doit répondre au cahier des
charges suivant :

- Ce modele devra décrire les formes les plus complexes d’évolution de la survie
des bactéries dans le temps (sigmoidale, biphasique avec épaulement,...), mais
aussi étre capable de décrire des formes plus simples (concave, convexe,
linéaire).

- Suivant ce modeéle, la taille de la population survivante devra tendre vers zéro

quand la durée d’exposition au stress tend vers I’infini (pas d’asymptote
inférieure)

- Par ailleurs, les parameétres primaires devront, soit rester constants, soit évoluer
selon une tendance claire en fonction des facteurs environnementaux de stress,
ou en fonction de I’état physiologique initiale de la population bactérienne.

- Enfin, les différents parametres devront avoir une signification biologique,
chimique ou biophysique, afin de faciliter leur utilisation.

L’utilisation du modéle de Weibull pour décrire la résistance bactérienne au stress
thermique s’est généralisée, durant les cing dernieres années (Peleg et Cole, 1998; Fernandez
et al., 1999; Peleg et Penchina, 2000; Mafart et al., 2002; van Boekel, 2002). Les cinétiques
de destruction thermique dans le temps de population bactérienne sont alors décrites par le
modéle :

t P
T
N(t)_ N,.10 Equation (1)
avec t le temps d’exposition au stress en heure, N I"effectif de la population (Urc.ml™)
au temps t, No I’effectif initial de la population au temps t=0, & le temps nécessaire a la
premiére reduction décimale (h) et p la courbure de la cinétique (p<l: convexe; p=1:
linéaire ; p>1 : concave).
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Afin de decrire une évolution en sigmoide des cinétiques d’inactivation et selon une
démarche analogue a celle de Whiting (Whiting, 1993), nous posons comme hypothése que la
population est constituee de deux sous-groupes dont la résistance au stress suit chacune une
distribution de Weibull. La survie de la population peut donc s’exprimer selon I’équation
suivante :

t

N(t)=N,. f.1o-[aljpl +(1- f).1o—[§2Jp2

Equation (2)

Avec f la proportion de la sous-population la moins résistante, dans la population
totale. Ce rapport (associé a son complément 1-f) a toutefois I’inconvénient de n’étre pas
assez discriminant, notamment au voisinage de 0 ou de I’unité. Il est donc remplacé par sa
transformation logit, dont les valeurs varient entre —co et +co. Le nouveau paramétre (o) est
donc défini par I’équation suivante :

a= Ioglo(fj ;
1-1 Equation (3)
qui est équivalente a :
_ 10
1410 Equation (4)
L’equation du modeéle permettant de décrire la survie de la population devient :
N t

{5 &)
N (t) = ﬁ' 10 +10 Equation (5)

Les courbes de survie de Listeria monocytogenes et Salmonella typhimurium
présentent différentes parties correspondant a la mort des individus composant les sous-
populations 1 et 2. Ces deux fragments des courbes de survie sont tous deux concaves. Le
modele peut étre simplifié en utilisant un p unique pour les deux sous-populations. Cette
simplification est validée par I’utilisation d’un test basé sur le rapport de vraisemblance (Huet
et al., 2003). Le modele primaire de survie est alors :

N (& o 13)
N(t): m 10 % +10 Equation (6)

Ce modele, décrivant la survie bactérienne, posséde cing paramétres (No, a, p, 01, 02),
et chacun d’entre eux peut étre interprété graphiquement en observant la courbe de survie
(figure 1). Ainsi, nous pouvons remarquer que le paramétre « peut étre défini par le
logarithme décimal des rapports des effectifs initiaux des deux sous-populations a partir de
I’équation (3) (figure 1). Le parametre p refléte la courbure de la pente. Si sa valeur est
inférieure a 1 la courbe de survie présente une concavité tournée vers le haut, le taux de
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mortalité diminue avec le temps d’exposition au stress, les cellules s’adaptent au cours du
temps. Si p est égale a 1, la courbe de survie est linéaire, le taux de mortalité est constant.
Enfin, si p est supérieur a 1, le taux de mortalité augmente avec le temps de traitement, plus
les bactéries sont soumises au stress, plus elles sont sensibles. Enfin, les paramétres ¢; et &,
caractérisent la résistance des deux sous-populations a un stress donné. &; est inférieure a &,
la sous-population 2 étant la plus resistante.

log,,(N)

18, i85

0 A S S |

1
1] 2 4 [ 3] 10 12 14 16 18 20
Durée d'exposition au stress

Figure 1 Diagramme du modéle de survie suivant une double distribution de Weibull de la
resistance au stress.

Dans le cadre de nos travaux, la population bactérienne est issue de différents stades
de croissance d’une préculture. La résistance au stress est étroitement liée a I’initiation de
mécanismes de résistance qui apparaissent avec I’entrée en phase stationnaire (Lee et al.,
1994; O'Driscoll et al., 1996). Les deux sous-populations considérées par le modéle
pourraient correspondre aux organismes ayant plus ou moins activé des mécanismes de
résistance au stress. Le parametre a devrait varier en fonction de I’état physiologique de la
population et par conséquent en fonction du stade de croissance de la préculture. Si des
conditions de préculture permettent aux cellules de mieux résister aux stress par différents
systemes, nous devrions obtenir une évolution de la forme de la courbe de survie comme
simulée figure 2, ou I’augmentation de la résistance de la population est reflétée par la
diminution de la valeur du paramétre o. La sous-population 1 représentant les bactéries les
plus sensibles au stress, et la sous-population 2 représentant au contraire les cellules les plus
résistantes, la diminution de a correspond alors a I’augmentation de la proportion de cellules
résistantes dans la population totale.
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Figure 2 Représentation de I’évolution de la forme des cinétiques de survie en fonction de la
valeur de « .(—)population totale ; (--)sous-population 1 ; (-.-)sous-population 2.

Cette hypothese est validée par les résultats de nos travaux pour Listeria
monocytogenes et Salmonella typhimurium. Mais en plus de la diminution de o, une
augmentation de 0, est observée. Cette augmentation de d; associée a la stabilité du parametre
p reflete une augmentation de la résistance la plus probable de la population. D’un point de
vue descriptif, ce modele permet de rendre compte de I’ensemble des courbes de survie
caractéristiques qui peuvent étre rencontrées, contrairement au modele de Whiting incapable
de décrire les courbes de survie biphasiques avec latence. De plus, le modele de Whiting
possede trois paramétres évoluant en fonction de I’état physiologique, contre deux pour le
modele double de Weibull.
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2. General model based on two mixed Weibull distributions of
bacterial resistance, for describing various shapes of
inactivation curves

Article publié dans Applied and Environmental Microbiology
2006. Vol. 72, No. 10, pages 6493-6502

Abstract

Cells of Listeria monocytogenes or Salmonella enterica serovar Typhimurium taken from
six characteristic stages of growth were subjected to an acidic stress (pH 3.3). As expected,
the bacterial resistance increased from the end of the exponential phase to the late stationary
phase. Moreover, the shapes of the survival curves gradually evolved as the physiological
states of the cells changed. A new primary model, based on two mixed Weibull distributions
of cell resistance, is proposed to describe the survival curves and the change in the pattern
with the modifications of resistance of two assumed subpopulations. This model resulted from
simplification of the first model proposed. These models were compared to the Whiting’s
model. The parameters of the proposed model were stable and showed consistent evolution
according to the initial physiological state of the bacterial population. Compared to the
Whiting’s model, the proposed model allowed a better fit and more accurate estimation of the
parameters. Finally, the parameters of the simplified model had biological significance, which
facilitated their interpretation.

2.1 Introduction

When the thermal or non-thermal inactivation of spores or vegetative microorganisms
is considered, the log-linear shape of bacterial survival curves is a particular case among types
of curves (11, 16, 42, 48). In the case of non-thermal inactivation caused by unfavorable
environmental conditions, the shape of curves presents a more pronounced heterogeneity
according to the intensity of a stress. A bacterial strain can present different shapes of survival
curves. Frequently concave curves may become convex or sigmoidal when the intensity of the
stress varies (6, 9, 10, 18, 23, 37, 44, 46, 47). The patterns of survival curves may also vary
with the physiological state of the cells and are dependent on the phase of growth
(exponential or stationary phase), but also on the conditions of adaptation before the stress
(17, 24, 35).

In order to model non-thermal inactivation curves, numbers of primary models were
proposed. Among theses models, we can find the vitalistic models proposed by Cole et al.
(12) (27, 38), models describing both the growth and the inactivation (25, 26, 31, 36, 39, 40),
the modified Gompertz model (23, 31), the exponential model (30), log-linear with latency
time (10) or/and with tail (5). These models cannot deal with all shapes of curves and most of
them are based on log-linear inactivation.

Some models can describe non log linear decrease or sigmoidal inactivation curves.
The Weibull model was largely used in thermal and non-thermal treatment area. It is based on
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the hypothesis that the resistance to stress of a population follows a Weibull distribution (13,
18, 33, 43, 44). This type of model can describe linear, concave or convex curves. It was
modified and extended to sigmoidal curve in the field of heat treatment (2). The model of
Baranyi and Roberts (3) and that of Geeraerd et al. (16) can describe linear shape with or
without shoulder or tail and sigmoidal shapes (20, 21). These models, which can describe
sigmoidal curves, assume that the probability of survival aims towards an asymptote when the
time aims towards infinity. Although they imply that there is no further inactivation regardless
of additional treatment, and their implementation does not raise any problem for short
treatment time, they seem to overestimate the survival of the population for prolonged
durations.

Others models are based on the hypothesis that two subgroups having different
resistance to stress coexist in the bacterial population. Cerf proposed the first model based on
this assumption and on the log-linear decrease (11). Derived from this model, the Xiong’s
model includes a latency time to mortality (48). These models still have the disadvantage of
the log-linear decrease in the population. Moreover, the Xiong’s model has a discontinuity.
The Whiting’s model involves a sum of two logistic models corresponding to the two
subpopulations which are characterized by their difference in resistance to stress (46). It was
used to describe the non-thermal inactivation of Salmonella, Listeria monocytogenes and
Staphylococcus aureus in brain heart infusion (BHI) broth (10, 46, 47). The main advantage
of this model is that it can describe many shapes of inactivation curves often observed in non
thermal inactivation.

Despite the number of proposed models, none is flexible enough so that it reflects all
changes of shapes with the intensity of the stress or with the physiological state of the cells
(17). In order to partially bypass this problem, utilization of the time for four decimal
reductions became widespread (6-10, 30, 31, 45-47). The concept of the time for four decimal
reductions has the advantage of reflecting the evolution of the inactivation rate with respect to
the various physicochemical factors studied, regardless of the patterns of various curves
which can be related to a similar strain. On the other hand, this simplification does not give
any information about the shape of the curves and does not allow prediction of the bacterial
survival at any time of the exposure to stress.

Analysis of non-thermal inactivation requires a model to fill this gap. In addition to
robustness, parsimony, simplicity of use, biological interpretation of parameters and
derivability with respect to time (for a review, see (16)), the primary model should be able to
describe as many shapes of inactivation curves as possible with the following requirements.

(i) The complete model should allow progressive simplification in order to fit simplest
shapes of curves, including the log-linear first-order kinetics.

(it) Even when survival curves are convex for long exposure times, the number of
surviving cells should tend toward zero when the time tends toward the infinite; in other
words, the model should not include a lower asymptote of decimal logarithm of surviving
cells.

And (iii) The parameters of the model which are dependent on environmental or
physiological conditions should allow a simple secondary modeling.

The model proposed by Whiting (46) may partially meet these requirements. The
purpose of this work is to develop a new primary model of inactivation and to compare it with
the Whiting’s model using data acquired at varying physiological states of the population.
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2.2. Materials and methods

2.2.1 Microorganism and inoculum preparation

The studied bacterial strains were Salmonella enterica serovar Typhimurium strain
ADQP 305 isolated from brine (obtained from ADRIA ) and Listeria monocytogenes strain
SOR 100 isolated from meat product (obtained from SOREDAB). The strains were stored at
-80°C in medium consisting of BHI (BIoKAR DIAGNOSTICS) broth supplemented with 50%
(vol/vol) glycerol. Vegetative cells were recovered in 100 ml of BHI broth in 250-ml flask at
37°C and shaken at 100 rotations per minute. After 8 h of incubation, a portion 1% (v/v) was
transferred to a second flask containing 100 ml BHI broth. In these conditions, growth began
at the average of 10’ CFU.ml™.

To study the influence of the physiological state of bacteria on inactivation, the cells
were removed at different phases of the growth. A sample (1 ml) of culture was removed and
diluted in BHI broth, in order to obtain a concentration close to 10" CFU.mI™. The
inactivation medium was inoculated ( 1%, vol/vol) with this suspension. Each inactivation
kinetic is obtained for one inoculum preparation, and then, one culture.

2.2.1.Inactivation media and enumeration of survivors

A basic BHI broth (BiokAR DiAaGNoOsSTICS) was modified in order to generate stress
leading to inactivation. The broth was acidified with hydrochloric acid at pH=3.3. To avoid
any change in the constituents of the modified broth by heating, it was filtered on a sterile
0.22-pum-pore-size  membrane (Steritop system; Millipore Corporation, Billerica, MA,
U.S.A.). Then, 100 ml of this broth was dispended sterilely into culture flasks (250 ml), which
had previously been sterilized by autoclaving (121.1°C 20 min). Micro-organisms were
inoculated into 100 ml of modified BHI broth to obtain a concentration of approximately 10°
CFU.ml™. The inactivation flasks were put in an incubator shaker (100 rpm) at 12°C.

Survivors were enumerated immediately after inoculation and at appropriate time
intervals by surface plating cultures using a Spiral Plater (WASP1, Don Whitley, Shipley,
West Yorkshire, United Kingdom). If dilution was necessary for enumeration, 0.5 ml was
removed and diluted in the same modified BHI broth as the inactivation medium; 1, 2, 4, and
10 ml were removed to obtain the last four counts. Based on the conditions used for
inactivation, organisms were counted after different incubation times (24 to 72 hrs) at 37°C.

2.2.2. Tested models

Model 1:

The Whiting’s model (46) is derived from the model proposed by Kamau and al. (22),
based on the logistic model. It relies on the coexistence of two subpopulations with different
levels of resistance to stress (47):

14 @t 14 @t
) e
N(t)= N, fre_kl.(mﬁ(l f/1+e—k2-(t—t|ag) (1)

Where t is time, Ny is the initial bacterial concentration, f is the fraction of the original
population in the major group, ti44 is the latency time to mortality or shoulder period, ki and k
are the inactivation rates of major and secondary populations, respectively.
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Model 2:

The Weibull model has been widely used to describe bacterial resistance to thermal
stress during the past few decades in heat treatment studies but also in non-thermal treatment
studies (33, 43). Reparametrization of the Weibull survival model (equation (2)) was
proposed and used in these studies (28, 44).

(Y
N(t)=N,.10 (5) @

Where N is the number of survivors, Ny is the inoculum size, t is the time, p is a shape
parameter, and ¢ is the treatment time for the first decimal reduction.

In order to describe all shapes of inactivation kinetics, it was assumed that the
population is composed of two groups that differ in their levels of resistance to stress. The
resistance of each subpopulation is assumed to follow a Weibull distribution. Then the size of
the surviving population can be described by the following equation:

t

N(t)=N, f.1o-[alj ) +(0-f ).10-@ " ‘)

Where the subcripts 1 and 2 indicate the two different subpopulations. Subpopulation
1 is more sensitive to stress than the subpopulation 2 is (d; < &,). f is the fraction of
subpopulation 1 in the population.

Without mathematical transformation, the f ratio provides insufficient discrimination.
For fraction f varying from 0 to 1, in order to have a more discriminating parameter, a new
parameter (o), varying from negative infinity to positive infinity, was introduced based on

logit transformation of f:
a=log i
10 1— 4)

10“
= 5
1+10°  ©
With this transformation, an f ratio equal to 0.999999 or an f ratio equal to 0.999900

corresponds to a values of 4 and 6 respectively. This is equivalent to a 100-fold increase in
the initial size of subpopulation 2. After introduction of the a value, the equation (3) became:

R P e
N(t)=—2%-|10 * 10
©) 1+10“ * ©)

This is equivalent to:
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Model 3:

When enumeration at low concentration was possible, the right part of the curves,
corresponding to the most resistant subpopulation, subpopulation 2, seemed to be convex like
the most sensitive subpopulation, subpopulation 1. It was then proposed that the equation
should be simplified by applying the same shape parameter to the two subpopulations. The
final model was:

N (&)= (&)
N(t)=—2_{10 '* 10
0= i ™

2.2.3. Parameter estimation, confidence intervals and model
evaluation

To describe the evolution of survival curves, the survival (N;) (expressed in CFU.ml™)
during time was expressed as follows:

Y, = f(t,0)+s (8)

Where Y; is the decimal logarithm of N;, and f is the regression function. The vectors
of parameters of models 6 were estimated by minimization of the sum of square of the
residual values (&;) defined by:

n 2
C(H) = Z(Yi - f(ti’g)) 9)
i=1
Where n is the number of data. The minimum C(6) values were computed with a non-
linear fitting module (NLINFIT, MATLAB 6.1, Optimization Toolbox; The Math-works).

The fit of the models was compared using the Akaike Information Criterion (AIC) (1):
AIC =-2.0(0)+2.p (10)

Where p is the number of parameters of the model, and 8) is the log-likelihood. In the
case of Gaussian observations, the least square estimator of 6 is also the maximum likelihood
estimator (19). The logarithm of the likelihood is generally used instead of the likelihood
itself, and it is defined as follows:

6(9):—2109(27[)—%2:1: Iog(Var(gi))+W} (11)

where n is the number of points of the curve, and Var(g;) is the variance of the residual
.

The AIC permits comparisons of models by taking both the goodness of fit and the
parsimony into account (1, 29). A great number of parameters or a poor quality of fit (small
log-likelihood value) corresponds to a high AIC value. Then best models yield the lowest AIC
values.

The likelihood ratio test was used to test whether p; and p, parameters of the model 2
are identical, in order to check the validity of the model 3 (19). If 6y is the estimation of 6
under the constraint of the equality of the parameters, equivalent to the estimate of the model
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3 parameters and if 8, is the unconstraint estimation of 6, equivalent to the estimate of the
model (2) parameters,

SL= _2'[6(9H )_ K(QA )] (12)

is the statistic test. If p; and p, parameters are equal, the S; value is small. When n
tends to infinity, it can be shown that the limiting distribution of S, is x? distributed with one
degree of freedom (difference in dimensionality of 8, and 8y).

2.3. Results

2.3.1.Influence of the physiological state of cells on the pattern of
survival curves

The cells which were subjitted to an acid stress at pH 3.3 were removed at the six
following characteristic phases of growth (figurel):

(1)  Beginning of the exponential phase (1.67 h after inoculation; optical density at
600 nm [ODeggo] for L. monocytogenes, 0.10; ODggo for S. enterica serovar
typhimurium, 0.15).

(i) Middle of the exponential phase (3.33 h after inoculation; ODggo for L.
monocytogenes, 0.20; ODgq for S. enterica serovar Typhimurium, 0.60).

(i)  End of the exponential phase (5 h after inoculation; ODgy for L.
monocytogenes, 0.55; ODgqo for S. enterica serovar Typhimurium, 0.70).

(iv)  Deceleration phase (6.67 h after inoculation, O.D.goonm for L. monocytogenes,
0.70 and for S. enterica serovar Typhimurium , 0.75).

(v) Early stationary phase (12 h after inoculation; ODgy for L. monocytogenes,
0.80 ; ODggo for S. enterica serovar Typhimurium, 0.85).

(vi) Late stationary phase (17 h after inoculation; ODggo for L. monocytogenes,
0.85; ODgqo for S. enterica serovar Typhimurium, 0.80).

(a) (b)
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Figure 1 Evolution of the population size (o) (cfu.ml™), the optical density at 600nm (¢) and
the pH (*) during growth preceding inactivation of L. monocytogenes (a) and S. enterica
serovar Typhimurium (b). The characteristic phases of growth are the beginning of the
exponential phase (i), middle of the exponential phase (ii), end of the exponential phase (iii),
deceleration of the exponential phase (iv), early stationary phase (v), late stationary phase

(vi).
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The survival curves of S. enterica serovar Typhimurium show continuous and
progressive evolution from a biphasic shape to a simple concave shape whether cells are taken
from early or late stages of growth (figure 2). This evolution seems to correspond to the
gradual disappearance of a sensitive subpopulation. In the case of L. monocytogenes (figure
3), the initial presence of two subpopulations is less clear, but a drastic increase in the general
resistance of bacteria is observed; while the elimination of the total population seems to
occure within around 3 days for cells of the early stage of growth (figure 3, i), it takes more
than 30 days before the same level of inactivation is reached when cells are removed at the
late stationary phase (figure 3, vi).

2.3.2. Quality of fit

We compared the Whiting’s model (model 1) and the two new proposed models for
describing the survival of bacteria at various times during incubation of subcultures (figure 2,
figure 3).

Model 2, which includes one more parameter than the other ones, provided, as
expected, the best fit for the data according to the minimum sum of squares [C(8)] for 16 of
20 curves observed (table 1). However, this model was the worst according to the AIC, which
takes both the fit and the parsimony into account. In most cases, the Whiting’s model (model
1) and the simplified model (model 3) showed quite similar results for goodness of fit
according to the AIC criterion. The double Weibull simplified model (model 3) showed a
slight tendency for better fit with 14 smaller AIC for the 20 kinetics observed. In some cases,
there were great differences between the two AIC in favor of the model 3 (table 1; figure 2
panels vi, and figure 3 panels iii and vi). In these cases the model 3 provided a very small AIC
value compared to the value for model 1; the difference could be as high as about 20 U for
Salmonella and 70 U for Listeria.

It was also noted that the confidence intervals related to the Whiting’s model (model
1) were larger, especially for the f value (results not shown). The confidence intervals of the
estimated parameters and the AIC of the model 3 were smaller, showing that there was better
estimation of parameters and better compromise between the goodness of fit and the
parsimony.

The hypothesis that there were equality between the p; and p, of the model 2 was at
the origin of the model 3. If the likelihood ratio test value (S.) is lower than the value of the
with 1 degree of freedom for a significance level of 0.05, the tested hypothesis cannot be
rejected. The hypothesis was not rejected by the likelihood ratio test in 15 of 20 cases (table
1). One of the two repetitions was not validated for the cases form iii to vi of Listeria
monocytogenes. The AIC criterion was favorable to the simplification of the double Weibull
model. This simplification allowed removing one parameter while keeping nearly the same
goodness of fit.

2.3.3. Effect of the physiological state on the estimated parameters
of models

According to the Whiting’s model (model 1) for the two studied species, the estimated
f ratio decreased from 100% to 30% after 300 minutes of incubation of the subculture, while
estimated values of tj,4 increased from an average of 15 hrs to more than 100 hrs and then
seemed to stabilize at an average of 720 min (model 1) (figure 4 and figure 5). For
Salmonella, the estimated tq values were very different for the last two replicates, but the
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associated confidence intervals were wide. For the two species studied, k; value fell to a value
close to ko which was approximately constant (average, 0.01 h™).

The estimated &, values of the model 2 did not seem to change with the duration of the
incubation of the subculture; for Salmonella, this value was close to 200 hrs. For the two
species, the d; values increased from 15 h to more than 100 h and tended toward the &, values.
The values of o decreased from 4 or 5 for Salmonella and Listeria, respectively, to 1,
equivalent to f values of 99.990%, 99.999% and 90.909%, respectively. However, the profiles
of the evolution of the parameters were quite different. For Salmonella, the values of a was 4
for incubation of the subculture less than 300 minutes, after this the a value decreased to 1. In
contrast to the a value for Salmonella, which decreased quickly from 5.3 to 2 for incubation
less than 400 min long, for Listeria the o value continued to decrease slowly to 1 after this
time. The p; and p, values were very variable and were between 1 and 31.

With the double Weibull simplified model (model 3), the changes in the & parameters
were similar to the changes observed with the model 2. The only differences in behavior
between these two models concerned the o and p parameters. Compared to the model 2, the
rate of decrease of estimated o values for the model 3 was less variable for the two species.
The p value was relatively stable except for cells from the late stationary phase, for which the
value had a slight tendency to increase for Salmonella. The median of the p value was close to
2 for the two species.

Table 1 Minimum C(8) and AIC for the different survival curves of S. enterica serovar
Typhimurium and L. monocytogenes °.

Lenght of
Organism Culture phase Repetition incubation of n c(®) S AIC
subculture
(min) Model 1 Model 2 Model 3 Model 1 Model 2 Model 3
S. enterica serovar  Beginning of exponential 1 100 13 0.119 0.082 0.089 0.92 -14.11 -16.85 -17.93
Typhimurium Mild-exponential 1 200 16  0.742 0.677 0.751 1.65 6.31 6.84 6.49
End of exponential 1 300 19 1796 1.602 1.602 0.00 19.13 18.96 16.96
2 300 20 1131 0.984 1.027 0.03 11.33 9.38 741
Deceleration of exponential 1 400 24 1.054 1.069 1.115 1.00 3.12 5.45 4.46
2 400 22 0.822 0.784 0.784 0.02 2.14 1.09 -0.90
Early stationary 1 720 38 0.825 0.772 0.874 4.73 -27.67 -28.22 -25.49
2 720 33 1.246 1.039 1.108 211 -2.48 -8.44 -8.33
Late stationary 1 1020 31 2.067 1.018 1.122 3.00 14.04 -5.91 -4.91
2 1020 34 1510 1.085 1.085 0.00 2.61 -8.62 -10.62
L. monocytogenes  Beginning of exponential 1 100 11 0452 0.455 0.460 0.14 6.15 8.22 6.35
Mild-exponential 1 200 16 1.076 1.045 1.046 0.01 12.25 13.78 11.79
End of exponential 1 300 33 7.618 0.887 0.887 0.01 55.29 -13.69 -15.69
2 300 29  0.689 0.549 0.552 6.58 -14.13 -20.7 -22.54
Deceleration of exponential 1 400 30 1452 1.196 1.444 5.65 431 0.48 4.13
2 400 48 3.244 2.324 2.326 0.03 18.9 2.89 0.92
Early stationary 1 720 32 0.560 0.542 0.571 1.72 -28.65 -21.7 -27.99
2 720 41 1592 0.361 0591  20.15 -4.84 -65.63 -47.48
Late stationary 1 1020 36  1.069 1.057 1.059 0.04 -14.44 -12.82 -14.78
2 1020 46  2.655 0.812 0.935 6.5 9.35 -43.17 -38.67

# The S values are related to the simplification of model 2 used to obtain model 3; boldface SL values represent rejection of the simplification. Boldface C(6) and
AIC values are the best C(8) and AIC values.
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Figure 4 Evolution of the estimated parameters versus time of incubation of subculture for S.
enterica serovar Typhimurium for Whiting’s model (model 1), the double Weibull model
(model 2), and the double Weibull simplified model (model 3). e, ki, f, tiag, 81, @, p and p:
values; o, ky, 6, and p; values.
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Figure 5 Evolution of the estimated parameters versus the time of incubation of subculture for
L. monocytogenes for Whiting’s model (model 1), the double Weibull model (model 2), and
the double Weibull simplified model (model 3). o, ki, f, tiag, 81, @, p and p; values; o, ka, 6,
and p, values.
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2.4. Discussion

As expected, the resistance of bacterial populations to stress increased as the stationary
phase approached. Such an increase of the bacterial resistance of cultures results from the
initiation of mechanisms depending on physicochemical factors of the bacterial environment
but also on the reduction of the metabolic activity of cells (4, 24, 32, 41). A clear change in
shape of the inactivation kinetic curves was noted.

The evolution of the parameter values related to models was directly linked to the
increase in the resistance. The inactivation rate (k;) or the first decimal reduction time (d;) of
the more sensitive population increased, while the rate of inactivation of the resistant
population was unchanged over a wide range. The decrease in the f ratio, or its logit q,
corresponding to an increase in the ratio for the more resistant cells, occurred at the beginning
of this change. Whiting’s model had five parameters, four of which, (ki, kz, f, and tiag)
characterize the evolution of the resistance of the overall population with respect to the
duration of incubation of the subculture. On the other hand, the double Weibull simplified
model (model 3) had also five parameters, but only three of these parameters (d;, 82, and a)
were related to the physiological state of cells and environmental conditions.

Furthermore, the models 1 and 3 presented equivalent qualities of fit except for f for
Salmonella (figure 2, table 1) and f and c for Listeria (figure 3, table 1). In these cases, the
shape of the kinetics was biphasic nonlinear. Whiting’s model is based on a linear decrease in
the size of the subpopulation after latency to mortality. It was unable to describe the concave
decrease observed in these cases, which explains the bad AIC value related to Whiting’s
model (model 1). The double Weibull simplified model (model 3) is more flexible and could
describe the biphasic nonlinear shape (p parameter higher than 1) as well as the biphasic
linear case (p parameter equal to 1).

With narrower confidence intervals, the double Weibull model described the
adaptation of cells better than the model of Whiting. For the first four periods of incubation
corresponding to the exponential phase of a subculture, the time necessary for the first
decimal reduction (3;) value increased and stabilized at the d, value during the stationary
growth phase of the subculture (figure 4 and figure 5). This change indicated that there was
adaptation of the cells from the more sensitive subpopulation, subpopulation 1, whose level of
resistance to stress tended gradually towards the level of resistance of subpopulation 2. The
resistance of the subpopulation 2 is stable. The o value decreased as the subculture progressed
through various stages of growth, indicating the increase in the ratio of the subpopulation
resistant to stress. The increase in the resistance to stress was described well by the combined
changes in all parameters, which indicated the progressive change in resistance from sensitive
to resistant. Subpopulation 1 assumed by the model was the more sensitive subpopulation and
did not activate or slightly activated the mechanisms of resistance. The population 2
corresponded to the most resistant cells which had restricted metabolic activity and developed
the mechanisms of resistance. When the resistance is minimal and when the resistance is
maximal, a single population should be observed corresponding to the subpopulations 1 and 2,
respectively. Then, the resistance to stress should follow a simple Weibull distribution.
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log ,(N)

Figure 6 Diagram of survival model based on the double Weibull distribution of resistance.
Solid line, microbial population; dashed line, subpopulation 1; dotted line, subpopulation 2.
Subpopulation 1 represented bacteria that were more sensitive to the stress, and
subpopulation 2 represented the cells that were more resistant.

One advantage of the parameterization and simplification of the model 3 is that all
parameters can be graphically interpreted (figure 6), as follows:

- Np is the initial size of the population;
- ois the time of the first logarithm decline for the two subpopulations;

- ais defined as the logit of f and is equivalent to:

0

a =log,,
0,

and the « value then is close to the graphic difference between logio(No)
and the logarithm of the population size where the inflexion is observed;

- and p represents the shape of the curve (see below).

In theory, the a value can be equal to all real numbers. In practice, no inflection point
can be obviously observed graphically for a negative a value. This is also the case if the value
is higher than the difference between logio(No) and the decimal logarithm of detection limit of
the technique for enumeration. In this case, the o value is not observed and cannot be
estimated.
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Figure 7 Different shapes of inactivation curves, including: biphasic with a non linear

decrease (curve a), sigmoidal (curve b), concave (curve c), linear (curve d), convex (curve e),

biphasic (curve f), linear with tail (curve g).

The double Weibull simplified model allows workers to fit most of the shapes of
inactivation curves (figure 7). With two populations, it can describe, in the general case,
biphasic shape with non linear decrease (figure 7, curve a). Note that this shape cannot be
described by the other models used in the bacterial inactivation field in constant conditions of
stress. The model can also describe a sigmoidal shape (curve b) if &, tends toward infinity,
biphasic shape (curve f) if p is equal to 1, and a linear shape with tail (curve g) if &, tends
toward infinity and p is equal to 1.

Simplification of the double Weibull model to a simple model can be obtained by
using a negative value of a, or a>logio(No /detection limit), or equality between the two &
values. Then, the model permits fitting of a linear shape (curve d) if p=1, a concave shape
(curve c) if p>1, and a convex shape (curve e) if p<l1.

Further research is required to allow the use of the double Weibull model in
nonthermal inactivation studies. The evolution of p depending on the environmental factors
and the physiological state of cells requires a special attention. For the thermal treatment, the
p value can be considered as constant (14, 15, 34, 43). The advantage of the Weibull model is
that it has great flexibility because of a strong correlation between the scale (3) and the shape
(p) parameters. If the p value is estimated to be constant for different conditions of stress, the
0 parameter is able to balance this constraint to give a good quality of fit of the model for the
data. If this phenomenon could be confirmed in nonthermal inactivation studies, the double
Weibull model might be a convenient model describing the kinetics as a function of the
physiological state of the cells and the stress conditions with only three parameters. Indeed,
the 6 parameters might change according to the intensity of stress, and the 6; and o parameters
might change according to the physiological state of the treated cells, as shown here.
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Chapitre 3 : Modélisation Secondaire

1. Développement de modeles secondaires

Le modéle primaire développé repose sur I’hypothese que la résistance bactérienne au
stress suit une double distribution Weibull. En se référant toujours aux deux especes Listeria
monocytogenes et Salmonella typhimurium, le comportement des différents parametres du
modele primaire (No, a, 81,02,p) est étudié en faisant varier la nature du stress et son intensité.
A partir des données physiologiques connues sur les deux germes, le pH, la concentration en
acide non dissocié et la concentration en chlorure de sodium ont été retenus comme facteurs
d’influence. La température est étudiée sur une gamme allant de 4°C a 35°C. Cette gamme
n’engendre en soi aucun effet létal, mais entre en interaction avec les autres facteurs
environnementaux précites.

L’influence de ces facteurs sur la résistance bactérienne est étudiée par le biais de
plans mono factoriels. Ce choix est motive par I’objectif d’obtenir un modéle modulaire
proche du « gamma concept » et des modéles cardinaux (Zwietering et al., 1992; Rosso et al.,
1995; Augustin, 2000; Le Marc et al., 2002). Pour les facteurs susceptibles de causer une
mortalité cellulaire (pH, concentration en acide lactique non dissocié et en chlorure de
sodium), deux plans d’expériences sont réalisés a 12°C, temperature a priori optimale pour la
survie bactérienne (Whiting, 1993; Buchanan et al., 1994; Lekkas et al., 2006) (cf. chapitre
1). Le premier est effectué dans un domaine ou seul un facteur est responsable de
I’inactivation. Par exemple pour le pH, I’étude est effectuée en BHI acidifié par de I’acide
chlorhydrique de pH 3,0 a pH 4,0 pour les deux especes. Le second plan permet d’étudier
I’influence de ce méme facteur sur une gamme plus large. L’inactivation n’étant pas possible
en BHI natif dans la totalité de la gamme allant de pH 3,0 a 8,0, un stress complémentaire, de
nature différente, est ajouté pour creer I’inactivation la plus faible possible dans les conditions
optimales de survie pour le facteur étudie. Concrétement pour I’étude du pH, nous avons
utilisé un bouillon BHI additionné de chlorure de sodium 10% ou 12% (m/m) pour
respectivement Listeria monocytogenes et Salmonella typhimurium. Le pH de ce milieu est
par ailleurs ajusté dans une gamme allant de 3,0 a 8,0.

Par contre la température ne provoque pas un stress letal dans la gamme allant de 4°C
a 35°C. La variation de la température d’incubation conduit a une modulation de la vitesse
d’inactivation. Trois stress de natures différentes entrainant une vitesse de destruction proche
ont été choisis : acidification a pH 3,4 par un acide fort, a pH 5,5 et 1,2 M d’acide lactique et
addition de 18% ou 20% de sel en fonction de I’espece bactérienne. Durant I’exposition a
chacun de ces stress, les fioles d’inactivation sont stockées a différentes températures
d’incubation.

L’ensemble des résultats est en accord avec les travaux qui ont pu étre réalisés jusqu’a
présent (cf. Chapitre 1). La survie bactérienne est optimale a un pH proche de 6,5 pour les
deux germes. La résistance est diminuée par augmentation de la concentration en acide
lactique non dissocié. Concernant I’addition de sel, deux zones ont des actions distinctes sur
la résistance des microorganismes. Pour la premiére allant de 0 a 10% (m/m), pour laquelle la
résistance est fortement diminuée par addition de sel. Par contre au-dela, la résistance devient
presque stable. Concernant la température, différents effets sont observés selon la nature du
stress. Un optimum proche de 12°C est bien observé mais seulement pour un stress dd a une
acidification par un acide fort. Pour un stress osmotique ou un stress dd a une acidification par
I’acide lactique, plus la température est basse plus la vitesse d’inactivation est lente.
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Afin de modéliser I’influence de ces différents facteurs sur la résistance bactérienne
des deux sous-populations, nous avons proposé un modéle de la forme :

Ioglo (5) = Ioglo (5*)_ Z Ioglo (ﬂ“i ) Equation (1)

Ou A est la « valeur de destruction biologique » partielle liée a chacun des facteurs
explicatifs, & est le temps nécessaire & la premiére réduction décimale dans des conditions de
référence. La « valeur de destruction biologique » correspond a la variation de la résistance
bactérienne due a I’influence d’un facteur donné par rapport aux conditions de références.
Pour la concentration en acide lactique non dissocié et en chlorure de sodium, la condition de
référence correspond respectivement & 0 M et 0,5%, concentration optimale pour la survie ou
minimale observée. Pour la température, la référence est fixée a 12°C proche de la
température optimale de survie, et température a laquelle nous avons étudié I’influence des
autres facteurs. Pour le pH, un pH de référence égal a 4,0 a été arbitrairement choisi afin
qu’aux conditions de référence une inactivation soit bien observée pour Listeria
monocytogenes et Salmonella typhimurium.

Les valeurs de destruction biologique concernent chaque facteur étudié mais ne
rendent pas compte des interactions entre ces facteurs. Néanmoins cette approche modulaire
laisse la possibilité d’ajouter de nouveaux modules prenant en compte les interactions
éventuelles ou d’autre facteurs environnementaux. De plus, ce modéle possede un parameétre
caractéristique (3°) jouant un rdle analogue & celui du pop des modeles cardinaux. En effet,
selon I’approche modulaire ce parametre correspond a la résistance des bactéries dans des
conditions de référence données pour les facteurs considérés. Il prend en compte de maniére
globale tous les facteurs de I’environnement bactérien, autres que ceux qui sont intégrés sous
forme des différentes « valeurs de destruction biologique », qu’ils soient de nature physique,
chimique, ou biologique. Par contre, les facteurs qui ne sont pas pris en compte dans la
modélisation, doivent étre constants dans le temps et ne pas ou peu interagir avec les autres
facteurs, pour qu’une telle approche soit valide.
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2. Modelling the non-thermal inactivation of Listeria
monocytogenes or Salmonella typhimurium as a function of
environmental factors: pH, lactic acid concentration, sodium
chloride concentration and temperature

Article soumis, AEM01593-06
Applied and Environmental Microbiology

Abstract

The non-thermal inactivation of Listeria monocytogenes and of Salmonella
typhimurium was investigated by a “one factor at a time” method. The studied stressing
factors were the pH from 3.0 to 8.0, lactic acid concentration from 0 to 2 M, and sodium
chloride concentration from 0 to 25% (wt/wt). The bacterial resistance against these stresses
was modulated by incubation temperature from 4 to 35°C. Using the double Weibull model as
primary model, we modelled the bacterial resistance as a function of the four factors
following the biological destruction values concept which is the equivalent of an inactivation
speed model following the gamma concept. For this first step of modular modelling approach,
we assumed a multiplicative effect of the influence of each factor, and neglected the
interaction between them. This way of modelling is parsimonious. Only two primary
parameters required secondary modelling, and the global secondary model has only ten
parameters for the four studied stresses. This work confirmed the use of the double Weibull
model in order to describe non-thermal inactivation kinetics, and the evolution of bacterial
resistance according to stress intensity.

2.1 Introduction

While non-thermal inactivation phenomena were extensively studied by physiological
or genetically experiments (1, 49), the quantification of non-thermal inactivation is less
advanced compared to growth or thermal inactivation fields. This delay is partially due to the
complexity of the shape of the survival curve changing according to the physiological state of
bacterial population (44, 56, 57) and according to the intensity of stress (19, 21, 74, 83, 84).
Within the framework of the bacterial growth, the totality of the primary parameters (for
example: growth rate and lag time) are modelled as a function of environmental factors (63).
On the other hand in the field of non-thermal inactivation, authors do not use primary
parameters, but generally, from these, they deduct the effective time needed for a decrease of
the population equal to 1, 2 or 4 decimal reductions (tip, top Or tsp). From this value, they are
able to built secondary models including the quantitative effect of some environmental factors
(21, 65, 77, 84, 85). However, this rough response (tip, top or typ) can not describe the
evolution of the shape of survival curves with variations of considered factors. This type of
modelling can not allow a precise simulation of the survival curve for a given stress.
Nevertheless, some complete attempts of secondary modelling were achieved (46, 65).
However, even in this case, the primary model implemented was not able to describe every
type of inactivation curve shape and the proposed secondary modelling is mostly polynomial.

Polynomial models are the most frequently used secondary models in the area of
predictive Microbiology. Such models present the advantage of integrating interactions
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between explicative factors, but they generally lack of parsimony and of robustness, and may
lead to absurd predictions (7, 42, 63). The integration of biological knowledge in the
modelling is to be preferred. It can be realized by including parameters with biological
interpretation (optimal temperature for bacterial growth) or by integrating each factor
influence in specific functions which can be combined together. The so called “gamma
concept” of Zwietering (89) illustrates this approach in the area of bacterial growth. It is based
on an assumed multiplicative effect of combined modules (y), each of them reflecting
guantitatively the degree of influence of the considered factor on the bacterial growth. This
approach is similar to that which was involved by some authors in the field of thermal
inactivation with modules reflecting the influence of temperature, pH, water activity on the
bacterial resistance (29, 39, 62). In non-thermal fields, few models adopted this approach.
Among these “one factor at a time” studies, different modules were proposed for pH (15), and
for the total acid concentration (83) or for the undissociated acid form concentration (17, 18,
20).

The use of double Weibull distribution model was suggested in order to describe the
adaptation of bacterial population against acid stress (26). The aim of this work is, by
implementing the double Weibull model, to describe the inactivation curves under different
types and conditions of stress (pH, acid lactic concentration, sodium chloride concentration
and temperature), to model the influence of these factors on the different primary parameters
according to a multiplicative approach.

2.2 Materials and methods

2.2.1.Microorganism and inoculum preparation

The studied bacterial strains were Salmonella enterica serovar typhimurium isolated
from brine (strain ADQP305 provided by ADRIA) and Listeria monocytogenes isolated from
meat product (strain SOR100 provided by SOREDAB). The strains were stored at -80°C in
medium composed by BHI (BIOKAR DIAGNOSTICS) broth supplemented with 50% (v/v)
glycerol. The primary incubation of the vegetative cells was made in 100 ml of BHI broth in
250 ml flask at 37°C and shaken at 100 rotations per minute. After 8 hours of incubation, 1 ml
of this culture was transferred into a second flask of 100 ml BHI broth. After 16 hours of
incubation at 37°C, the bacterial population is in stationary phase since about 10 hours and the
bacterial resistance of vegetative cells is high (26). The bacterial concentration is about 4.10°
CFU.ml™ for Salmonella typhimurium and 10° CFU.mI™ for Listeria monocytogenes.

A sample (1 ml) of this culture was taken off and diluted in BHI broth, in order to get
a concentration close to 10’ CFU.ml™. The inactivation medium was inoculated at the level of
1% (v/v) with this suspension.

2.2.2.Inactivation media

A basic BHI broth (BIokAR DIAGNOSTICS) was appropriately modified in order to
generate the stress leading to the inactivation. The pH was adjusted with hydrochloric acid or
sodium hydroxide, the broth was modified by addition of lactic acid (J.T. Baker, Mallinckrodt
Baker, Deventer, Holland) or sodium chloride (J.T. Baker, Mallinckrodt Baker, Deventer,
Holland).

To avoid any change in the constituents of the modified broth by heating, it was
filtered on a sterile membrane of pores of 0.22 um diameter (Steritop system, Millipore
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Corporation, Billerica, MA, U.S.A.). Then, 100 ml of this broth was dispended sterilely in
culture flasks (250 ml) which were sterilized by autoclaving (121.1°C 20 min), closed with a
cover that allowed gaseous exchange and precooled or in incubator shaker. Micro-organisms
were inoculated in 100 ml of modified BHI broth to approximately 10° UFC.ml™. The
inactivation flasks were put in an incubator shaker (100 rpm) at appropriate temperature. The
pH of the inactivation medium was measured before the inoculation and after the last
numeration of survivors. No difference was pointed out.

2.2.3. Numeration of survivors

Survivors were enumerated immediately after inoculation and at appropriate time
intervals by surface-plating cultures on BHI agar (BIOKAR DIAGNOSTICS) using a Spiral Plater
(WASP1, Don Whitley, Shipley, West Yorkshire, UK), until no survivors could be detected.
When dilutions were necessary for the enumeration, 0.5 ml of the suspension was taken off
and diluted in the same modified BHI broth than the inactivation media. According to the
conditions of inactivation, the enumeration was made after variable incubation times (24 to 72
hrs) at 37°C.

2.2.4. Experimental design

A “one factor at a time” approach was implemented with at least ten levels of pH,
lactic acid concentration and sodium chloride concentration. This approach was chose in order
to observe the general bacterial response linked to each studied stress. A first experimental
design (i) was built to study the influence of each factor individually without interaction. A
second experimental design (ii) was built to study the influence of a factor in larger range and
thus in interaction with another factor. The inactivation was studied for each factor by two
“one factor at a time” studies as follows (for example see figure 1).

For pH:
(i) from 3.0 to 4.0 in BHI acidified with hydrochloric acid.

(i) from 3.0 to 8.0 using the sodium chloride concentration as limiting factor for
bacterial growth (10 % or 12 % (wt/wt) for Listeria monocytogenes and Salmonella
typhimurium respectively).

For lactic acid concentration:

(i) from 0.4 to 2.0 M in BHI, pH of inactivation media was adjusted to 5.2 with
hydrochloric acid or sodium hydroxide (equivalent to a range of 16 to 100 mM of
the undissociated form of lactic acid).

(i) from 0.0 to 0.1 M for Salmonella typhimurium and to 0.6 M for Listeria
monocytogenes in BHI at pH adjusted to 4.0 with hydrochloric acid (equivalent to a
maximal concentration of the undissociated form of lactic acid of 40 and 200 mM
for Salmonella typhimurium and Listeria monocytogenes respectively).

For sodium chloride concentration:

(i) from 8 % or 10 % (wt/wt), respectively for Salmonella typhimurium and Listeria
monocytogenes, to 25 % (wt/wt) (equivalent to a range of water activity from 0.780
to 0.940 or 0.910). The pH of modified BHI was adjusted to 7.0.

(i) from 0.5 to 25.0 % (wt/wt) at pH adjusted to 4.0 (equivalent to a range of water
activity from 0.780 to 0.996).
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The inactivation flasks were put in an incubator shaker (100 rpm) at 12°C in order to
study the influence of pH, lactic acid concentration and sodium chloride concentration. The
upper limit of the first plan range and the level of limiting factor were chosen slightly less
than the minimum value allowing the growth at 12°C in BHI.

For the study of the influence of temperature on bacterial resistance, different
incubation temperatures were investigated in a range from 4 to 35°C for three specific
stresses. Each type of stress was obtained as follows:

(i) pH stress: exposure to BHI at pH adjusted to 3.4.

(if) Acid stress: exposure to BHI at pH adjusted to 5.2 and lactic acid concentration
adjusted to 1.2 M.

(ili)  Osmotic stress: exposure to BHI at pH adjusted to 7.0 and sodium chloride
concentration of 18 % and 20 % respectively for Salmonella typhimurium and
Listeria monocytogenes.

[NaCl] %(wtiwt)

[AH] MM

Figure 1 Experimental design to study the influence of pH, undissociated lactic acid
concentration [AH] and sodium chloride concentration [NaCl] %(wt/wt) on the inactivation
of Salmonella typhimurium
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2.2.5.Fitting of survival kinetics and evaluation of model

The double Weibull model was used as primary model (26). It can be written as
follows:

t \P

Ny [1ola 1ol
N (t 110 10 *”~
O=ra5 ’ &

Where N is the number of survivors, Ny is the inoculum size, t the time, p a shape
parameter and ¢ the time for the first decimal reduction. Indices 1 and 2 are linked to the two
subpopulations. Subpopulation 1 is assumed to be more sensitive to stress than subpopulation
2 (81 < 87). The parameter a is the logit transformation of the fraction of the subpopulation 1
in the population.

Primary and secondary models can be expressed as follows:
Y, = f(x,0)+e¢ (3)

Where Y; is the observed response as the decimal logarithm of N or the decimal
logarithm of 9, f is the regression function (equation 1 for primary modelling), x; is the
explicative factor. Vectors of parameters of models 8 were estimated by minimization of the
sum of square of the residual values (&;) defined by:

n 2

C0)=2 (¥ - f(x.0)) 9)

i=1

Where n is the number of data. The minimum C(8) values were computed by non-
linear fitting module (Isqcurvefit, MATLAB 6.1, Optimization toolbox, The Math-works).
Confidence intervals of the estimated parameters were obtained by using traditional methods
based on a linear approximation (nlparci, MATLAB 6.1, The Math-works).

The fit of the models was compared using the Akaike Information Criterion (AIC) (3)

AIC =-2./(0)+2.p (10)

Where p is the number of parameters of the model, and 40) is the log-likelihood. In the
case of Gaussian observations, the least square estimator of 6 is also the maximum likelihood
estimator (51). The logarithm of the likelihood is generally used instead of the likelihood
itself and it is defined as follows:

E(@)z—— log(27) —%an: log(Var(e % (11)

Herein n is the number of points of the curve, and Var(g;) the variance of the residual
&i.

The AIC criterion permits to compare models on the goodness of fit and the parsimony
(3, 64). A great number of parameters or a poor quality of fit (small log-likelihood value)
corresponds to a high value of AIC. The best model has small AIC value.

The likelihood ratio test was used in order to test whether q parameters of the vector 6
are identical (51). Let 64 be the estimation of 6 under the constraint of the equality of the
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parameters and 04 be the unconstraint estimation of 8. In the homogeneous variance situation,
the statistic test is:

S_ =nin(C(g,))-nIn(C(6.)) )

If the g parameters are equal, the S; value will be small. When n tends to infinity, it
can be shown that the limiting distribution of S, is a x? distributed with degrees of freedom
equal to the difference in dimensionality of 64 and 6y.

2.3 Results

2.3.1 Behaviour of parameters a and p

The profile of the curve varies according to the physiological state of bacterial cells,
but also according to the intensity of stress. The double distribution model is able to fit all
types of typical survival curves which can be observed (24, 41, 88). The parameters of the
double Weibull model are graphically interpretable as shown as an example, in the case of a
biphasic curve with latency, figure 2. It was fitted on each set of kinetic data in order to obtain
the estimates of the five primary parameters (No, 0, 31, &, p). 81 and d, values reflect the
resistance of the subpopulation 1 and 2 respectively to stress. The parameter a is the logit
transformation of the fraction (f) of the subpopulation 1 in the population, the most frequently
used parameter (24, 84, 88). If the fraction (f) gives the ratio of the more sensitive
subpopulation in the population, o represents the difference between the logarithm of the
initial size of subpopulation 1 (less resistant to stress) and the logarithm of the initial size of
subpopulation 2, or the logarithm of the ratio of the two sub-populations. The more resistant
the population is, the closer to zero the f value is, which corresponds to a a value tending to
negative infinity.

6 log, (N

log, )

0 é I :;- Eli EI! 10 1I2 1:1- 1I6 1‘8 ZIU
time

Figure 2 Diagram of survival model based on the double Weibull distribution of the

resistance. (—) microbial population; (- -) subpopulation 1; (— —) subpopulation 2. With

subpopulation 1 representing bacteria the less resistant cells, and the subpopulation 2

representing the more resistant cells.
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144 sets of kinetic data of inactivation were acquired for Listeria monocytogenes with
a mean of 43.7 enumerations for each curve and 136 sets of kinetic data were acquired for
Salmonella typhimurium with a mean of 43.1 enumerations. The estimated value of o was
independent of the environmental factors and their median values were 2.23 and 1.14, which
is equivalent to f=99.4% and f=93.2% for Listeria monocytogenes and Salmonella
typhimurium respectively. This parameter is dependant on the physiological state of the
inoculum (26). The quality of model fit was good, but aberrant estimation of a were observed,
like negative value or higher than the No. It was decided to estimate a single overall couple
(No, a) value for the kinetic data which were obtained from the same inoculum preparation.
Seven inoculum preparations were made for the two species. With the 144 Kinetic curves of
Listeria monocytogenes, 446 parameters (7 No, 7 0, 144 &1, 144 &,, 144 p) were then estimated
instead of 720 parameters. For Salmonella typhimurium, this simplification led us to estimate
422 parameters (7 No, 7 o, 136 01, 136 82, 136 p) instead of 680. The estimated a values
ranged from 0.62 to 2.98 with a median value close to 2.10 (which corresponds to f ratios
from 80.6% to 99.9%) for Listeria monocytogenes and ranged from 0.28 to 1.52 with a
median value close to 1.20 (which corresponds to f ratios from 65.5% to 97.1%) for
Salmonella typhimurium.

The p value reflects the shape of the survival curve and its value is assumed to be
independent of the stress intensity and on the physiological state of the bacterial population
when the simple or the double Weibull model is implemented (26, 28, 34, 70, 82). The p
median values were 1.90 and 2.27 for Listeria monocytogenes and Salmonella typhimurium
respectively. No clear evolution of the p value as functions of environmental factors was
observed, and for a same stress very different values, lower than 1 and higher than 3, could be
estimated (figure 3). These unstable estimations were due to the strong structural correlations
between parameters of the model of Weibull (28, 61). We decided to estimate a single p value
for each species. The simplification of the model was validated for only 41% of cases for
Listeria monocytogenes and 48% for Salmonella typhimurium. However, even when
statistical criteria rejected the simplification of a single p-value, the flexibility of the Weibull
model allowed a good description of all survival curves. The estimated p values were equal to
1.95 and 2.29, close to median values.

After these simplifications, the estimated parameters were for the 144 Kinetics of
Listeria monocytogenes (7 No, 7 a, 144 &1, 144 6,, 1 p) and for the 136 kinetics of Salmonella
typhimurium (7 No, 7 o, 136 01, 136 d,, 1 p). The model lost quality of fit, the root mean
square error was 0.199 instead 0.145 of and 0.188 instead of 0.132, the Akaike information
criterion increased less than 10% due to the reduction of 60% of the parameters numbers.
Moreover, simplifications limited the number of aberrant estimations of No a , 81, 3, or p. This
method of fit allowed the secondary modelling of only the ; and d, parameters which reflects
the resistance of the bacterial population at given conditions of stress.
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2.3.2 Influence of pH on bacterial resistance

The resistance is quantified by &, for the less resistant subpopulation and by &, values
for the more resistant subpopulation. The evolution of the estimated values of d; and 9, as
functions of pH presented the same shape for the two bacterial species (figure 4). Like
observed in other works (17, 80, 84), an optimum pH of survival was observed between 5.5
and 6.0. The sensitivity of the studied microorganisms varied with the pH value. The more
distant from the optimum the pH was, the more strengthened the sensitivity to variation of pH
was. Moreover the curve was not symmetric and the sensitivity was different for acidic pH
and basic pH. Based on a Bigelow model type and according to our observations, we chose to
describe empirically the evolution of 8; and &, by the following cubic model:

pH - pH

3
109,56, —[ Opt} pH < pH,,

Z pH acid

3
pH - pHopt

|0910(§) =
} pH > pHopt

(6)

IoglO 5pH0m - [

prasic

Where 0 is the first decimal reduction time of subpopulation 1 or 2 (sensible or
resistant) for a stress at a given pH; dpn opt IS the first reduction time of subpopulation 1 or 2
for a stress at optimal pH (pHop) for survival. Zyy is the difference of pH from pHop, Which
leads to a tenfold reduction of dp opt Value. If the pH level is lower than to pHopt, ZpH Values
are called “acid” and for the inverse case “basic”.

The estimated & values of the two studied species are represented figure 4 and the
estimated parameters are presented table 1. For a lower level of sodium chloride
concentration, the Zyn acia Was lower, particularly for Salmonella typhimurium. This difference
of estimates was a sign of the interaction which exists between the pH and sodium chloride
concentration factors.

Table 1 Estimates of parameters of the pH model and confidence intervals in the square
brackets (0=0.05) for Listeria monocytogenes and Salmonella typhimurium.

Listeria monocytogenes Salmonella typhimurium
[NaCl] 01 (h) %2 (h) 01 (h) %2 (h)
L0g10(Bort o) 3.03 3.06 2.86 3.17
108=pH opt [2.91;3.15] [2.95;3.18] [2.76;2.96] [3.06; 3.28]
7 -1.60 -1.82 -1.93 -1.94
12 % pH acid [-1.83;-1.36] [-2.10;-1.54] [-2.08;-1.77] [-2.08;-1.79]
7 _ 3.57 3.87 1.76 2.52
PH basic [2.78;4.36] [2.90;4.84] [1.54;1.99] [1.97;3.07]
H 5.04 5.89
PHopt [4.75; 5.33] [5.70; 6.09]
L0g10(Bom on) 3.10 3.25 3.63 3.54
0.5% [2.92;3.27] [3.08;3.42] [3.43;3.83] [3.35;3.73]
7o -1.70 -1.72 -2.21 -2.40
pH acid [-1.94; -1.45] [-1.97;-1.47] [-2.37;-2.05] [-2.60;-2.20]
Number of kinetics 33 35
Root mean square error 0.129 0.125
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Figure 4 Influence of pH on the 4, (®) and 6, (o), and estimates of 6; (—-) and 6, (—) at 0.5
% NaCl (») and 10 % or 12 % (wt/wt) (m) for respectively Listeria monocytogenes (a) and
Salmonella typhimurium (b).

2.3.3 Influence of acid lactic concentration on bacterial resistance

The evolution of the bacterial resistance was expressed by other workers as a linear
function of the square root of the undissociated acid form (17, 18, 20). The evolutions of 0,
and 0, as functions of undissociated lactic acid concentration were then modelled as follows:

N[

Ioglo (5) = Ioglo (5max )_ (MJ (7)

AH

Where 9 is the first decimal reduction time observed for a given undissociated lactic
acid concentration ([AH]); Omax is the first decimal reduction time observed for an
undissociated lactic acid concentration which is equal to 0 M; and Zay is the addition of
undissociated lactic acid concentration, which leads to a tenfold reduction of dnyax Value.

The estimated 6 values of the two studied species as a function of undissociated lactic
acid concentration are represented figure 5 and the estimated parameters are presented table 2.
When the acid stress was strengthened by a low pH, the interaction between these factors was
expressed by a decline of Zay for Salmonella typhimurium (higher sensibility to undissociated
lactic acid concentration at low pH) and by an increase of Zay for Listeria monocytogenes
(lower sensibility to undissociated lactic acid concentration at low pH).

94



Chapitre 3 Modélisation secondaire

Table 2 Estimates of parameters of the acid model and confidence intervals in the square
brackets (0=0.05) for Listeria monocytogenes and Salmonella typhimurium.

Listeria monocytogenes Salmonella typhimurium
pH 01 () 02 () 01 () 52 (h)
L0G16(Bma) 2.86 3.05 3.08 3.17
40 max [2.72; 3.00] [2.92; 3.19] [2.88; 3.28] [2.97; 3.37]
Zus (MM) 117.38 70.26 17.49 20.94
AH [67.88; 166.87] [47.34;93.19] [9.91;25.07] [11.02; 30.86]
L0g1o(Bma) 4.17 4.48 3.77 3.43
59 max [3.60; 4.73] [3.92; 5.05] [3.32; 4.21] [2.98; 3.87]
Zus (MM) 15.87 21.21 50.22 182.83
AH [7.39; 24.35]  [8.11;34.31] [10.01;90.43] [-96.46; 462.12]
Number of kinetics 35 30
Root mean square error 0.187 0.205

(a) (b)

Iog1u(5]
log,,s)

0 50 100 150 200 0 20 40 60 80 100
[AH] (mR}) [AH] (mM)

Figure 5 Influence of undissociated lactic acid concentration (JAH]) on the 3; (e), and 4, (©)
and estimated values of 6; (—-) and &, (—) at pH=7 (=) and pH=4 (m) for Listeria
monocytogenes (a) and Salmonella typhimurium (b).

2.3.4 Influence of sodium chloride concentration on bacterial
resistance

The bacterial behaviour with respect to sodium chloride concentration was different
according to the range of concentration. For low concentrations the addition of sodium
chloride increased the rate of inactivation, while for high concentrations, the same addition
had low or no effect. In order to describe this characteristic evolution of the resistance against
sodium chloride addition, an equation previously published as a primary model was adapted

(4):
NaCl]-[NaCl],,,

il i
Ioglo (5) = |Oglo(5[NaC|]om )-l— |Og (1—1O_A)10 ( Znaci ] +1072 (8)
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Where 0 is the first reduction time observed at a given sodium chloride concentration,
Onaciy opt 1S the first decimal reduction time observed at the optimal sodium chloride
concentration for survival. This sodium chloride concentration corresponds to the minimal
concentration in BHI ([NaCl]opx = 0.5 % (wt/wt)). Znaci is the addition of sodium chloride
concentration (wt/wt), which leads to a tenfold reduction of dmax value; A is the maximal
decimal reduction of the resistance, caused by a sodium chloride addition.

According to the equation (8), the resistance tend toward an asymptote equals to
l0g10(O[nach opt)-A When the sodium chloride concentration aims to infinity. This phenomenon
was observed for the &, of the two studied species, and the d; of Salmonella typhimurium,
whereas for Listeria monocytogenes over 18 % NaCl (wt/wt) an addition of sodium chloride
decreased the resistance of the most sensitive subpopulation (d;). The fitted model and the
estimated parameters of the sodium chloride model are presented figure 6 and tables 3 and 4.
For Listeria monocytogenes at pH = 7.0, no effect might be observed for low sodium chloride
concentration, we were not be able to observe 10910(d[naciy opt) @nd Znaci Values. Instead of
estimating these values, it was preferred to estimate 10910(dnacy opt)-A. The interaction
between the pH and the sodium chloride concentration was reflected by decrease of Zyac) and
A values with the decrease of pH.

Table 3 Estimates of parameters of the NaCl model and confidence intervals in the square
brackets (a=0.05) for Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes

pH 01 (h) % (h)
3.05 3.17

L0g10(Opnact opt) [2.89; 3.21] [3.00; 3.35]
0.55 0.44

4.0 A [0.35; 0.75] [0.24; 0.65]
6.04 5.16

Znact (% (wtiwt)) [3.29; 8.79] [2.27; 8.04]
2,51 2.84

7.0 Loguo(dmacn opt)-A [2.39: 2.64] [2.72: 2.97]

Number of kinetics 38
Root mean square error 0.194
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Table 4 Estimates of parameters of the NaCl model and confidence intervals in the square
brackets (0=0.05) for Salmonella typhimurium

Salmonella typhimurium

pH 01 (h) 92 (h)
3.01 314
L-0g10(dpnac opt) [2.91; 3.11] [3.05; 3.24]
1.17 0.82
4.0 A [1.03: 1.30] [0.68: 0.96]
6.35 9.53
0,
Znact (% (wt/wt)) [5.34; 7.36] [7.08; 11.99]
3.72 359
L0G10(Opnacn opr) [3.25: 4.20] [2.95: 4.23]
217 1.04
70 A [1.72: 2.62] [0.45: 1.63]
9.96 11.91
0,
Znact (% (WEAWR)) [8.09; 11.82] [6.46: 17.36]
Number of kinetics 44
Root mean square error 0.151
(a) (b)
36 T T T T 4
34+ a
3_2_00 OO o
3-@::3:’)\.00 g [SI] o o
R N s —
£ 2 8\@>‘ii===®===:=li
24
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Figure 6 Influence of sodium chloride concentration on the 6, (e) and 9, (o), and estimated
values of &; (—-) and &, (—) at pH=7 (w) and pH=4 (m) for Listeria monocytogenes (a) and
Salmonella typhimurium (b).
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2.3.5 Influence of temperature on bacterial resistance

The effect of the temperature of incubation differed according to the applied stress.
For a pH stress (pH= 3.4), an optimal survival temperature was observed near 11°C for the
two studied species. For the sodium chloride stress (18% or 20% NaCl, pH=7.0) or the acid
lactic stress (1.2 M lactic acid and pH=5.2, 52.5 mM of undissociated lactic acid), the lower
the temperature was and the higher the resistance was. The bacterial sensitivity to stress (slope
of the curve log(d) versus temperature) was increased at warm temperature. An elevation of
the incubation temperature from 25°C to 30°C decreased more the bacterial resistance than
the elevation of temperature from 5°C to 10°C. At low temperature, the bacterial sensitivity
seemed to be constant. On account of this pattern, we tried to describe the influence of
temperature on the bacterial resistance against stress by a linear function for low temperature
connected with a tangent parabola for high temperature. The two equations have the same
derivative at the junction point. We arbitrarily chose 12°C as the reference temperature of
incubation because other investigated factors were studied at this temperature. The
temperature influence was modelled as followed:

gl *)- 2.(TCZ —ZTopt).(T 1 e
|Og(5) = *T ) (9)
WILESTEBAYIES g
T T

Where 3 is the first decimal reduction time observed at a given temperature (T); & is
the first decimal reduction time observed at the reference temperature T~ (fixed to 12°C); Topt
is the optimal temperature for survival (only observed for pH stress); T, is the junction
temperature between the linear function and the parabola. Zr is the variation of temperature
from Top, Which leads to a tenfold reduction of & value.

For each stress and for 6; and &, values, the set of parameters (10g10(6*), Tc, Topt, Z7)
was estimated. In order to have a lighter model, four simplifications have been made, leading
to a number of estimated parameters decreasing from 24 to 9. Regarding the pH stress, an
optimum of temperature is observed, so that the influence of temperature of incubation could
be reflected by only the parabolic part of the model. It was decided to fix the T, value for pH
stress to a temperature lower than the minimum observed temperature, i.e. T;=0°C. Towards
the three different types of stress and for d; and 9, resistances, a single overall value of Zr and
Topt could be estimated independently of the type of stress or of the subpopulation. And in the
case of acid lactic stress or osmotic stress a single T, value could be estimated. These
simplifications were accepted by a likelihood ratio test. The S_ values were equal to 19.69 for
Listeria monocytogenes and to 23.41 for Salmonella typhimurium. The fitted model and the
estimated parameters are presented figures 7, 8 and table 5.
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Table 5 Estimates of parameters of the temperature model and confidence intervals in the
square brackets (a=0.05)

Listeria monocytogenes Salmonella typhimurium
stress 01 (h) 02 (h) 01 (h) &2 (h)
H Loguo(®) 2.50 2.60 2.56 2.72
P 9o [2.34;2.66]  [2.44:2.76]  [2.41;2.71] [2.56;2.87]
Acid Loguo(®) 2.22 2.60 2.64 2.81
9o [2.10;2.33]  [2.48;2.71]  [2.52;2.76] [2.70;2.93]
. 2.09 2.68 1.64 2.62
NaCl L0g10(0) [1.97;22]  [256:2.80]  [1.52;1.76] [2.50;2.73]
2+ (°C) 22.28 21.89
T [18.82; 25.74] [18.46; 25.32]
. 10.31 11.86
Topt (°C) [6.59; 14.04] [8.34; 15.38]
. 19.94 19.79
T (°C) [16.30; 23.58] [16.39; 23.18]
Number of kinetics 55 52
Root mean square error 0.232 0.221

(a) (b) (c)

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
temperature (°C) temperature (°C) temperature (°C)

Figure 7 Influence temperature on the 4, (o) and o, (o) of Listeria monocytogenes, and
estimated values of &, (—-) and &, (—) for different stress : (a) pH=3.4, (b) pH=5.2 and 1.2
M of lactic acid and (c) 20 % (wt/wt) of sodium chloride.
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(a) (b) (c)

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
temperature (°C) temperature (°C) temperature (°C)

Figure 8 Influence temperature on the &; (o) and 0, (o) of Salmonella typhimurium, and
estimated values of &, (—-) and &, (—) for different stress : (a) pH=3.4, (b) pH=5.2 and 1.2
M of lactic acid and (c) 18 % (wt/wt) of sodium chloride.

2.4 Discussion

By setting as model bacteria Listeria monocytogenes and Salmonella typhimurium
with very different physiological pathways, we expected to develop robust models. It is
recognized that bacterial resistance is different according to the nature of the acid (2, 25, 78).
The separated integration of the two different effects, protons and undissociated form, is
necessary in the modelling (17, 18, 20). Acidification by an inorganic acid allows the
observation of protons effect (30). The increase of weak acid concentration in environmental
media has not the same effect. The bacterial wall is permeable to the undissociated form of
weak acid (AH). These are going to dissociate in the cytoplasm according to their pKa,
leading to a decrease of the internal pH by the liberation of protons, an increase of the cellular
turgescence and an inhibition of the metabolic ways by the accumulation of the anionic form
(A") (10, 27, 36, 54). The estimated optimal pH of survival of Listeria monocytogenes and
Salmonella typhimurium are close to those previously observed even slightly acid (8, 17, 35,
38, 48, 69, 75, 84). The Zyy acid and Zyh basic reflects the different bacterial sensitivity related to
physiological mechanisms used in order to alkalinize or acidify the cytoplasm or the media
(10, 14, 37, 47, 72). The equation (7) reflects the killing effect of the protonated lactic acid on
Listeria monocytogenes and Salmonella typhimurium. Previous works proposed this type of
model describing the resistance or the necessary time for four decimal reductions as a linear
function of the square root of undissociated acid concentration for Listeria monocytogenes
and lactic acid or citric acid or malic acid (17, 18, 20). Whereas this kind of model seems to
be robust, it might under-estimate the bacterial resistance for low concentration close to 5mM
of protonated acid. These low concentrations seem to have a protective effect on survival for
acetic, malic, citric or lactic acid (13).

The influence of the sodium chloride concentration on the bacterial inactivation can be
divided in two fields as described by the equation (8).Very low water activity (0.30 to 0.70)
which were not investigated in this work, might have protective effects (12, 79). From 0.70 to
0.90, variation of water activity or sodium chloride addition does has few effect (33, 58).
However from 1.00 to 0.90, the decrease of water activity has a clear killing effect. The
transition between low and high sensitivity is situated at about 10% of sodium chloride
(wt/wt) in our work, which corresponds to a value of water activity of about 0.9, which is
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close to values observed in other works (46, 67, 76, 84). The high sensitivity reflected by the
Znaciy Values is also close to the sensitivity which can be estimated from data of Miller (67).

Inside the investigated range, the temperature was not responsible for the bacterial
inactivation but it appeared to be an important factor to modulate the rate of inactivation. In
food or in synthetic media, an optimum for pathogens survival was already observed near
10°C (21, 50, 53, 66, 84). In complex media, this could be explained by the development of
yeast which modified the food and created favourable conditions for survivals (58). Our own
observations showed, according to the origin of the stress, that the resistance was differently
modulated. For an osmotic stress or a weak acid stress, optimum temperature for survival was
not observed, while an optimum close to 10°C for pH stress was observed. The increased
resistance at low temperature is the result of multiple mechanisms of adaptation: modification
of the bacterial wall composition (6, 23, 73), modification of proteins and DNA configuration
(52), cold shock proteins expression (1, 9, 59, 71, 81), and accumulation of compatible solutes
(5, 11, 16, 31, 32, 40, 43, 55, 68, 86). The similitude of the bacterial response against osmotic
stress and weak acid stress may be due to accumulation in the cell of compatible solutes. The
accumulation of compatible solutes is enhanced at low temperature and increase the bacterial
resistance to salt and unprotoned acid form (A’) accumulation. Regardless of the stress origin,
the equations (9) and (15) are able to describe the effect of temperature. If an optimal survival
temperature is observed, T. value is necessarily lower than the minimum observed
temperature. While the bacterial survival response was different for the different stress, as the
sensitivity to warm temperature was the same (Zr = 25°C).

From the point of view of modelling, the double Weibull primary model allowed a
secondary modelling involving only two parameters (01, 82). This model discriminates the less
resistant bacteria from most resistant. This separation is important because, as we observed,
the most resistant subpopulation presents also a lower sensitivity to varied stress intensity. In
a safety way, the optimization of process or of formulation could be made by taking the most
resistant subpopulation into account, that can not be done with other primary models. The
developed secondary modelling was purely empiric but it incorporated biological knowledge
and an observation of two different physiologically species as Listeria monocytogenes and
Salmonella typhimurium. However, the use of this model requires preliminary studies or
verification in order to confirm that no growth could be observed at conditions of predictions.
It can easily be done with probabilistic or deterministic model of bacterial growth (for review
see (63)).

According to the concept of “biological destruction values” used in thermal processes
(60), a global model neglecting interactions can be written as follows :

Ioglo(5)= IOglO(é‘*)_zloglO(ﬂ’i) (10)

Where A; is the partial biological destruction value related to each explicative factors
(i), 6 is the first reduction time observed at reference conditions of factors which are taken
into account. The global model can be expressed differently:

1 1
—==| 14 (11
55 [T4 @y
Such a structure is in similar to the Zwietering gamma concept (89) which was applied
to the specific rate of growth.

According to the equations(6), (7), (8) and (9), the biological destruction values related
to pH, undissociated acid lactic concentration, sodium chloride concentration and temperature
are defined as follows:
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The 8" values is the first decimal reduction time observed at the reference conditions
of treatment (pH™ = 4, [AH]=0 mM, [NaCl]=0.5 %, T =12°C). The reference pH (denoted
pH") was arbitrarily fixed at pH=4.0 and not pH=7.0 because of the necessity of choosing a
reference pH belonging to the bacterial inactivation range.
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Figure 9 Estimated values d versus observed values for Listeria monocytogenes (a) and
Salmonella typhimurium (b), d; () and 4, (o)
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Table 6 Estimates of parameters of the global model and confidence intervals in the square
brackets (0=0.05) for Listeria monocytogenes.

Characteristic values of Logio(d) 01 (h) d; (h)
2.93 3.10
L0G10(Opr-, 0 far. 0.5% (a1l ) [2.83:3.04] [2.99:3.21]
3.95 3.92
L0g10(dpH=5.2, 0 [AH], 0.5% [NaCI].T*) [3.44:4.46] [3.41:4.43]
2.09 2.69
L.0g10(0pH=7.0, 0 [AH], 20% [NaCI].T*) [1.98:2.19] [2.58:2.80]
Parameters characterising Simple stress Double stress
bacterial sensitivity 01 (h) d, (h) 01 (h) O, (h)
H 5.26
PFlopt . J4.835.68]
a a
- Er A
PR acl ' ’ . ’ _ . _ .
53] 1.50] [-2.13:-1.44] [-2.47:-1.65]
3.34® 3.810
ZpH basic [2.15:453]  [2.13:5.49]
Zps (MM) 18.04%° 34.039 101.639 62.639
AH [7.90:28.17] [7.77;60.28] [65.03;138.23] [44.82:80.44]
2.84® 2.98®
L0gro(Opnacn opt)-A [2.63:3.05] [2.77:3.19]
0.270 0.33"
A [0.11:0.43]  [0.18;0.48]
% (wt/ 6.307 5.490
Znact (% (WH/W1)) [0.81:11.78]  [1.82:9.16]
. 25.04
Zr (°C) [21.67:28.42]
0 8.75
Top (°C) [4.71;12.80]
o 23.56
Te (°C) [19.90;27.22]
Number of kinetics 138
Root mean square error 0.204

() is linked to the (i) experimental plan for pH; (b) is linked to the (ii) experimental plan for pH; (c) is linked to the (i)
experimental plan for lactic acid concentration; (d) is linked to the (ii) experimental plan for acid lactic concentration;
(e) is linked to the (i) experimental plan for sodium chloride concentration; (f) is linked to the (ii) experimental plan for

sodium chloride concentration.
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Table 7 Estimates of parameters of the global model and confidence intervals in the square
brackets (0=0.05) for Salmonella typhimurium.

Characteristic values of Log;o(d) 01 (h) 92 (h)
3.07 3.17
L0G10(Bpr+, 0 far. 0% (NaciL ) [2.97:3.17] [3.08:3.26]
3.64 3.39
L0g10(dpH=5.2, 0 [AH], 0.5% [NaCI],T*) [3.29:4.00] [3.03:3.74]
3.83 3.70
L0g10(3pH=7.0, 0 [AH], 0.5% [NaCI],T*) [3.19:4.47] [2.60;4.80]
Parameters characterising Simple stress Double stress
bacterial sensitivity 01 (h) 0, (h) 01 (h) O (h)
H 5.90
PHopt [5.66;6.13]
S, -2.23@ -2.35@ -1.92®) -1.93®
PH acid [-2.43;-2.04]  [-2.55;-2.14] [-2.10;-1.74] [-2.11;-1.75]
1.78® 2.41®
ZpH basic [1.49:2.07] [L.78:3.03]
Zps (MM) 60.47° 197.39© 17.789 21.149
AH [16.46;104.47] [-62.15;456.92] [12.91;22.64] [15.03;27.25]
2.21© 1.09© 1.19% 0.920
A [1.59;2.83] [0.02;2.16] [1.06;1.31]  [0.79;1.06]
. 9.02® 9.99® 5.837 8.95"
Znact (% (wt/wt)) [6.81;11.24]  [3.08:16.90]  [4.91:6.76] [6.82;11.08]
0 24.31
Zr (°C) [21.44:27.18]
o 10.41
Topt (°C) [7.03;13.79]
. 21.75
T (°C) [18.69:24.81]
Number of kinetics 136
Root mean square error 0.174

(@) is linked to the (i) experimental plan for pH; (b) is linked to the (ii) experimental plan for pH; (c) is linked to the (i)
experimental plan for lactic acid concentration; (d) is linked to the (ii) experimental plan for acid lactic concentration; (e) is
linked to the (i) experimental plan for sodium chloride concentration; (f) is linked to the (ii) experimental plan for sodium

chloride concentration.
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When two stress or more were combined, the specific bacterial sensitivity for these
stresses varied. The sensitivity parameters (Zpn, Zan, Znaci, A) reflected this change by a
decreased value in the case of two combined stress. The global model (10) which neglects
interactions between factors could then not be fit on our data without using a” biological
destruction value” including interactions effects. It led us to use different sensitivity
parameters values according to the level of interaction. The junction between the different
“one factor at a time” plans led us to reduce at only 3 characteristics values of & for each
subpopulation and each bacterial species instead of 2 oy oot for pH model , 2 dnmax for acid
model, 2 Spnaciopt for sodium chloride model and 3 & for temperature model. These
characteristics values of 6 were :

(i) 81 and 3", at reference conditions: pH'=4.0, at 0 M of undissociated lactic acid, at
NaCloy: sodium chloride concentration (0.5 %) and at 12°C. These values were
inputs for the pH stress without interaction, and for the lactic acid and the osmotic
stress with interaction. The chosen physicochemical conditions were the intersection
point of the (i) experimental plan for pH, and the (ii) experimental plans for lactic
acid and sodium chloride concentrations (see experimental design part).

(i) 01 and &, at pH=5.2, at 0 M of undissociated lactic acid, at NaCl, sodium chloride
concentration (0.5 %) and at the reference temperature T =12°C. These values were
inputs for the lactic acid stress without interaction ((i) experimental plan for lactic
acid, see experimental design part).

(iii) 01 and 9, at the reference pH=7.0, at 0 M of undissociated lactic acid, at NaClop
sodium chloride concentration (0.5 %) and at the reference temperature T =12°C.
These values were used for the osmotic stress without interaction. ((i) experimental
plan for sodium chloride plan, see experimental design part)

The estimated values of the parameters are presented in tables 6 and 7. The
representation of predicted & versus observed & showed the goodness of fit of the model as
well for &; as for &, (figure 9). The interactions between factors were roughly taken into
account in this global model by adapting sensitivity parameters estimates on conditions.
However, the structure of the model allows the addition of a new partial biological destruction
values as )\interactions-

The utilization of the double Weibull model and the secondary modelling developed in
this work might be useful for a lot of process where biphasic inactivation is observed, like
mild thermal treatment (41), pulsed fields inactivation (87), high hydrostatic pressure
inactivation (45), or antimicrobial compounds (22). But before, it would need more
investigations on the quantification of the interactions between the inactivation factors and an
extrapolation to food environment.
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