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Les produits alimentaires secs sont courants dans l’industrie agroalimentaire. Cependant, leur 
innocuité n’est pas toujours assurée et de nombreux cas de toxi-infections alimentaires 
collectives à travers le monde sont annuellement recensés. Deux bactéries pathogènes sont 
particulièrement impliquées, l’une correspond à grand nombre de cas, Salmonella enterica, et 
l’autre est reconnue pour sa capacité à résister aux perturbations environnementales, 
Cronobacter spp.. Une compréhension plus poussée de l’impact du séchage et traitement 
thermique à l’état sec peut permettre une optimisation des procédés de de décontamination des 
produits alimentaires secs et contribuer à réduire le nombre de toxiinfections alimentaires. Dans 
un premier chapitre, une attention particulière a été portée au procédé de séchage de 
microorganismes pathogènes qui peut, s’il est conduit de manière rapide, réduire 
considérablement la cultivabilité microbienne. De cette façon, le séchage peut être considéré 
comme une étape supplémentaire de décontamination à condition d’en optimiser les conditions 
d’application. Puis dans un deuxième chapitre, l’impact de la réhydratation, rarement traitée 
jusqu’à présent, a été étudié afin de proposer des conditions permettant de maximiser 
l’inactivation bactérienne. Cette étude remet partiellement en cause les dénombrements de 
bactéries pathogènes dans les aliments qui peuvent être, dans quelque cas, sous estimées du fait 
de l’utilisation de réhydratation rapide. Dans un troisième chapitre, l’application de différents 
traitements thermiques sur du lait en poudre, destiné à une population dite sensible, a permis de 
comprendre le rôle couplé de l’activité de l’eau et de la température sur l’efficacité du traitement 
thermique à l’état sec mais également de proposer un modèle d’inactivation thermique des 
pathogènes. Il a été notamment possible de définir un paramètre représentatif de l’effet de 
l’activité de l’eau (yaw). Les mécanismes de mort cellulaire pour les deux bactéries ont été 
ensuite étudiés, que ce soit après un séchage ou après un traitement thermique. Il apparait 
clairement que le séchage induit majoritairement une perméabilisation de la membrane tandis 
que le traitement thermique des cellules viables séchées dégrade majoritairement l’activité 
enzymatique en détruisant peu la membrane. Finalement, il a été montré que la virulence des 
deux pathogènes étudiés est augmentée par le séchage mais que le traitement thermique à l’état 
sec n’a pas d’impact sur cette virulence. Les connaissances apportées par cette étude peuvent 
être utiles d’un point de vue industriel, afin d’optimiser au mieux les conditions d’application des 
différents procédées pour une inactivation bactérienne maximale.  
  
Mots clés : 
Salmonella enterica, Cronobacter spp., séchage, réhydratation, traitement thermique, 
physiologie, virulence 
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Dried food products are common in food industry. Nevertheless, their safety is not well insured, 
involving numerous outbreaks every years around the world. Particularly, two pathogenic 
bacteria are of interest, one of them due to its number of cases, Salmonella enterica, and the 
other one due to its ability to survive environmental perturbations, Cronobacter spp.. A deeper 
comprehension of drying and heat treatment in dried state impact could lead to an optimization 
of drying and heating processes, insuring food safety. In the first instance, drying was considered 
as a supplementary decontamination step by optimizing its conditions of use. In a second phase, 
the rehydration impact was studied in order to found optimal conditions of pathogen 
inactivation. The study questions the rehydration currently puts in practice for food safety 
analysis. In a third phase, several heat treatments on a dried food product, intended to 
susceptible population, permitted to understand the specific role of water activity on the 
efficiency of heat treatment in dried state, and also propose a modelling for bacterial heat 
inactivation. In addition, it was possible to define two new parameters which represent the 
effect of temperature (zT) and the effect of water activity (yaw). Fourth, cellular death 
mechanisms for both studied bacteria, during the drying or during the heat treatment, were 
considered. It was clear that drying involved mainly membrane damages whereas heat 
treatment involved mainly enzymatic damages. Finally, in a fifth part, it was shown that 
virulence properties of both studied bacteria were affected by drying, increasing invasion 
capacity, but not by heat treatment in dried state. To finish, the knowledges brought by this 
study are useful for industrial point of view, in the case of drying and heat process optimization 
and also by proposing biological indicators to valid process efficiency in situ. 
 
Keywords: 
Salmonella enterica, Cronobacter spp., drying, rehydration, heat treatment, physiology, virulence 
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SPI  Salmonella Pathogeny Island, Ilots de pathogénie de Salmonella 
spp. Species, éspèces 
subsp. Sub-specie, sous-espèces 
STEC Shigella Toxin Escherichia coli 
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L’évolution des industries agroalimentaires depuis une quarantaine d’années s’est faite par un 
fort développement de l’utilisation de produits alimentaires intermédiaires, en particulier les 
ingrédients secs (produits déshydratés, épices, céréales diverses…) dont la teneur en eau et 
l’activité de l’eau est réduite. Cette réduction de la quantité d’eau par séchage facilite ainsi leur 
transport, leur stockage ainsi que leur conservation à long terme, en préservant au mieux les 
propriétés organoleptiques et microbiologiques. 
Des bactéries pathogènes peuvent être retrouvées sporadiquement dans ces aliments du fait de 
l’utilisation de matières premières contaminées et de la contamination apportée par la 
transformation du produit ou de son stockage. L’efficacité des techniques utilisées pour 
maîtriser le risque microbiologique est profondément liée aux propriétés physico-chimiques du 
produit alimentaire, notamment l’activité de l’eau, ainsi qu’à la nature et à l’état physiologique 
de la flore pathogène présente. En effet, la faible activité de l’eau des produits alimentaires 
déshydratés rend la plupart des germes présents plus résistants aux procédés de traitement 
thermique et donc difficile à éliminer. Devant ce constat, les industriels se sont organisés pour 
pasteuriser ou stériliser ces ingrédients déshydratés dans les pays producteurs, importateurs ou 
consommateurs avec différents types de technologies. 
A l’heure actuelle, les produits alimentaires à forte activité de l’eau ou liquide sont pasteurisés 
ou stérilisés par l’intermédiaire de procédés thermiques. Ceux-ci sont composés d’une montée 
rapide à une température de consigne, maintenue pendant un temps défini garantissant 
l’inactivation des germes cibles. Les barèmes thermiques sont clairement définis à partir 
d’équations théoriques basées sur les transferts thermiques et les modèles d’inactivation 
microbienne en milieu liquide. Cependant, il n’existe actuellement aucun équivalent pour les 
produits secs qui sont décontaminés la plus part du temps de manière empirique en utilisant des 
procédés dont les principes peuvent être très différents. 
Avec le renforcement de la sécurité microbiologique des aliments, le développement de modèles 
décrivant l’évolution des microorganismes a connu un grand essor durant les dernières 
décennies. Les modèles prédictifs développés sont toujours d’actualité en milieu liquide ou 
aqueux comme par exemple le modèle de Bigelow permettant de prédire la résistance des 
microorganismes en fonction de la température de traitement. La diversité actuelle des produits 
alimentaires et la diminution de l’intensité des traitements appliqués pour préserver leurs 
qualités organoleptiques et nutritionnelles ont été accompagnées par le développement de 
modèles permettant de décrire plus précisément l’inactivation thermique des microorganismes. 
Parmi eux, certains prennent en compte d’autres facteurs que le temps et la température comme 
par exemple le pH (1), la salinité (2) ou encore la composition en acides gras (3).  
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Cependant, dans le cas des produits déshydratés, peu de modèles prennent en compte le rôle clé 
de l’activité de l’eau et une telle modélisation pourrait être fort utile pour assurer l’innocuité 
d’un aliment. De plus, depuis 2012, une loi adoptée aux Etats-Unis engendre peu à peu des 
changements dans toute l’industrie agroalimentaire, cette loi impose aux industriels produisant 
des aliments déshydratés de montrer explicitement l’efficacité de leur méthode de 
décontamination à l’aide de traceurs biologiques. Ces derniers doivent mimer le comportement 
d’un ou de plusieurs pathogènes cibles face à un traitement de décontamination et être 
utilisables in situ pour montrer que le procédé de décontamination mis en place est efficace. A 
côté de ce type d’évaluation empirique, des modèles d’inactivation microbiologique pourraient 
être utiles pour confirmer la fiabilité d’un traceur biologique et pour modifier rapidement les 
barèmes d’inactivation. 
Ce travail est axé sur l’inactivation bactérienne par des procédés thermiques dans des produits 
alimentaires secs et à l’élaboration de modèles prédictifs de cette inactivation. L’impact du 
séchage, de la réhydratation puis des traitements thermiques sur l’inactivation bactérienne ont 
été étudiés. Les mécanismes cellulaires à l’origine de l’inactivation bactérienne ont été 
recherchés et finalement l’impact du séchage et des traitements thermiques sur la physiologie et 
la virulence de bactéries pathogènes, Salmonella enterica et Cronobacter sakazakii.  
Le travail présenté dans ce mémoire s’articule en 5 parties : 

• La première partie est consacrée à un état des lieux de la microbiologie des produits 
secs. Les méthodes classiques de séchage et décontamination sont présentées ainsi que 
leurs impacts sur la fonctionnalité bactérienne.  

• Après avoir ciblé précisément les objectifs de ces travaux, il est montré comment le 
séchage peut être utilisé de manière innovante afin de réduire la charge microbienne 
lors de la fabrication des produits déshydratés.  

• Dans la troisième partie, l’impact de la réhydratation, étape clé et toujours associée au 
séchage, sur l’inactivation bactérienne est étudié pour une meilleure évaluation de 
l’inactivation bactérienne lors de chaque étape.  

• Puis, l’inactivation bactérienne dans des produits secs lors de différents traitements 
thermiques est étudiée. Un modèle prédictif est proposé en fonction de l’activité de l’eau 
du milieu et de la température du traitement. 

• Finalement, l’impact du traitement thermique sur les cellules bactériennes déshydratées 
est étudié au travers de l’intégrité membranaire, de la perte d’activité enzymatique, et de 
la capacité d’invasion dans des cellules humaines. 



 

4 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SYNTHÈSE BIBLIOGRAPHIQUE 
 



   Synthèse bibliographique 

5 
 

1. Les produits alimentaires déshydratés et leur lien avec la 

sécurité microbiologique 

1.1. Les produits alimentaires secs 

Historiquement, les produits à faible activité de l’eau et à faible teneur en eau ont été produits 
et/ou transformés par l’Homme afin de permettre leur préservation à long terme en évitant le 
développement de pathogènes alimentaires (4). Aussi appelés produits secs (PS), ils 
représentent un grand nombre de produits comme les graines, les herbes aromatiques, les 
épices, la farine… 
Dans ces PS, la faible quantité d’eau restante est liée à d’autres molécules (protéines, ions, …) et 
par conséquent, n’est pas disponible pour des réactions chimiques ou pour les microorganismes, 
ce qui peut limiter leur développement (4).  
Le control de la teneur en eau d’un produit alimentaire par le séchage pour permettre sa 
conservation est donc une stratégie ancienne (5). La relation entre la teneur en eau et l’humidité 
relative à une certaine température est établie en 1893 pour des fibres textiles. Finalement, les 
premières études faisant le lien entre la croissance microbienne et l’humidité relative ont été 
réalisées par Walderdorff and Walter dans les années 1920. Par la suite, en 1953, le concept 
d’activité de l’eau pour un échantillon alimentaire a été défini par un microbiologiste australien 
W.J Scott qui établit le lien entre la croissance microbienne et l’activité de l’eau. 
L’activité de l’eau est définie comme étant le rapport de la pression partielle en vapeur d’eau du 
produit testé et la pression partielle de vapeur d’eau saturante à la même température (Equation 
1).  

ef =  h
h∗ (1) 

avec p, la pression partielle de vapeur d’eau présente dans le produit ou l’atmosphère et p*,  la 
pression partielle de vapeur d’eau saturante dans les mêmes conditions de pression et de 
température. 
L’activité de l’eau varie entre 0 et 1 ; l’eau pure à pression atmosphérique a une activité de l’eau 
égale à 1. Les produits alimentaires ont tous une activité de l’eau inférieure à 1 (4).  
L’activité de l’eau est liée également à d’autres grandeurs thermodynamiques comme la 
température. En effet, la température change l’activité de l’eau en impactant la rétention de l’eau, 
la dissociation de l’eau, la solubilité des solutés dans l’eau ou encore en impactant sur d’autre 
composant de l’échantillon. L’impact de la température sur l’activité de l’eau d’un produit est 
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donc spécifique à ce produit. Certains aliments ont une activité de l’eau qui augmente avec 
l’augmentation de la température et d’autres ont une activité de l’eau qui diminue avec 
l’augmentation de la température. Par conséquent, il est difficile de prédire dans quelle direction 
vont se produire les changements d’activité de l’eau d’un produit avec les changements de 
température. Cette dépendance de l’activité de l’eau par rapport à la température suit la relation 
de Clausius-Clapeyron (Equation 2) : 

ln jklm
kln

o =  p ∆r
s j t

un
p t

um
o (2) 

où aW1 et aW2 (-) sont les activités de l’eau aux températures T1 et T2 (K). ∆H (J.mol-1) est 
l’enthalpie de vaporisation et R (J.K-1.mol-1) est la constante des gaz parfaits. 
De nombreuses études ont eu pour but de montrer l’importance de l’activité de l’eau ainsi que sa 
compréhension et ses applications possibles (6). L’activité de l’eau est très couramment utilisée 
pour prédire la stabilité des propriétés microbiologiques et organoleptiques des produits 
alimentaires. En effet, une réduction faible de l’aW, en dessous de 0,97, permet d’éviter le 
développement de microorganismes contaminants tels que Pseudomonas spp. et, en dessous de 
0,95, le développement de certaines bactéries lactiques altérant les propriétés organoleptiques 
des produits alimentaires est arrêté. Cependant, une réduction plus importante de l’aW est 
nécessaire pour assurer l’inhibition de certaines bactéries pathogènes (Staphylococcus aureus 
étant le plus résistant) en dessous de 0,86 (Figure 1) en aérobie et en dessous de 0,91 en 
anaérobie.  

 
Figure 1 : Développement des microorganismes, limites des réactions biochimiques en fonction de l'aW et produits 
alimentaires correspondants 
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En dessous de ce niveau, aucune bactérie pathogène pour l’homme ne peut se multiplier, seules 
certaines levures ou champignons filamenteux peuvent se développer jusqu’à environ une aW 
d’environ 0,60. En dessous de cette limite, le développement des microorganismes est 
complètement arrêté comme schématisé en Figure 1 (7). Il est également possible de noter que 
l’activité de l’eau modifie d’autres propriétés du produit comme l’oxydation des lipides 
(minimale entre 0,3-0,4) ou encore le brunissement non enzymatique et l’activité enzymatique.  
Les PS sont caractérisés par une activité de l’eau inférieure à 0,60, permettant ainsi de prévenir 
le développement des microorganismes (4). L’activité de l’eau peut être modifiée par des 
procédés tels que le séchage ainsi que par addition de sels ou de sucres (7). Ces produits 
regroupent un grand nombre de produits alimentaires, comme les céréales, le chocolat, la 
poudre de cacao, les fruits secs, les légumes secs, la poudre d’œufs, la farine, les herbes 
aromatiques, les épices, le miel, la poudre de protéines végétales hydrolysées, la poudre de 
viande, la poudre de lait, les pâtes, le beurre de cacahuète, les fruits à coques, les poudres pour 
nourrissons ou encore les graines (Figure 1) (8).  
La plupart de ces produits ne sont pas consommés ou utilisés tels quels par les consommateurs 
mais sont à nouveau introduits dans les chaines de productions alimentaires. Ils rentrent ainsi 
dans la formulation d’autres produits élaborés en étant réhydratés et se retrouvent dans un 
produit fini, pouvant lui aussi être déshydraté. De plus, l’état sec permet également d’en faciliter 
la manutention, le stockage et le transport (9). Ceci fait des poudres un élément clé de l’industrie 
agroalimentaire (en rouge sur la Figure 2).  

 
Figure 2 : Les produits alimentaires secs au cœur de l'industrie agro-alimentaire, d'après Cuq et al. 2011 (10) 
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Par leur position centrale au sein de l’industrie agroalimentaire, il est clair que la qualité 
microbiologique de ce type de produits soit cruciale. 

1.2. Origines de la contamination des produits secs   

La contamination des PS dépend de l’historique et de l’utilisation de ces produits. La 
contamination des produits alimentaires secs est par conséquent possible tout au long de la 
chaine alimentaire (4) (Figure 3).  
Le type de population microbienne rencontrée sur les produits tels que les noix, les graines, les 
herbes aromatiques ou encore les épices est largement influencé par la diversité des flores 
microbiennes du sol et de la plante. Par exemple, la production de gingembre impose 
obligatoirement un contact avec le sol, la partie consommée étant souterraine. Il est possible de 
citer également les contaminations de céréales par de nombreuses bactéries ou champignons 
lors de la culture en champs (4, 11). Bien que la terre (ou résidu de substrat de culture) soit 
retiré en grande partie des produits bruts, il est possible que cela contamine les surfaces, 
notamment dans les zones de stockage des produits ou des lignes de production (8, 11).  

 
Figure 3 : Voies majoritaires de la contamination pré et post-récolte des PS. En rouge : les voies de contamination 
directes. En bleu : les voies de contamination indirectes 

L’eau, utilisée dans les procédés agricoles et alimentaires, est une source majeure de la 
contamination microbienne des installations au sein de l’entreprise mais aussi des produits 
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alimentaires eux-mêmes. Par exemple, il est possible que les procédés agricoles tels que 
l’irrigation puisse transporter des microorganismes d’un sol plus chargé microbiologiquement à 
un autre. Par conséquent le type d’irrigation à un impact fort sur la charge microbienne du 
produit. De plus, l’eau est aussi utilisée en post-récolte pour laver les produits, présentant ainsi 
un risque de contamination supplémentaire surtout si l’eau souillée reste stagnante, favorisant 
ainsi la prolifération des microorganismes (8, 11). 
De même, lors de la préparation de certains produits alimentaires, tels que les noix ou les 
amandes, les coques sont retirées et de nombreux aérosols (poussières, …) potentiellement 
porteurs de pathogènes sont produits. Ils sont difficiles à éliminer complètement de 
l’environnement de production et peuvent conduire à un phénomène de la contamination 
croisée des lots, c'est-à-dire qu’un lot contaminé en contamine un autre par l’intermédiaire des 
aérosols (11). 
Les animaux, comme les oiseaux, les rongeurs ou encore les insectes peuvent aussi être des 
vecteurs de contamination des PS. Ils sont tous connus pour être largement porteurs des 
microorganismes pathogènes et sont présents à proximité des exploitations agricoles. Les 
conditions d’hygiène sont importantes en industrie pour éviter leur présence (11). Dans d’autres 
cas, la manutention des produits par l’homme est inévitable et devient également source de 
contamination des produits. 
Toutes ces informations soulignent l’importance d’un traitement de décontamination des PS 
après récolte et transformation. 
Parmi l’ensemble des foyers de maladies impliquant les PS entre 2007 et 2012, 63% d’entre eux 
concernaient des produits ayant  reçu un traitement de stérilisation. La plupart des 
contaminations pré et post décontamination des PS est surtout due au phénomène de 
contamination croisée sensiblement similaires à celles observées avant traitement (11, 12). Il 
est clair que les voies de contamination par des bactéries pathogènes, dont Salmonella spp. et 
Cronobacter spp., sont diverses et doivent être maitrisées par une validation du procédé de 
décontamination mais également de tout l’environnement post-traitement. 
Globalement, de nombreuses sources de contaminations sont envisageables lors de la 
production des PS. Une fois sur le produit alimentaire, les bactéries pathogènes peuvent 
persister à l’état sec pendant de longues périodes. 

1.3. Persistance des bactéries dans les produits secs 

Les microorganismes ont besoin d’eau disponible pour se développer et se multiplier (13). C’est 
une des raisons pour laquelle le fait de diminuer l’activité de l’eau est un moyen efficace pour 
préserver les qualités microbiologiques des produits en empêchant le développement de flores 
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pathogènes et/ou d’altération. Cependant, même si elles ne peuvent se développer, elles peuvent 
survivre à l’état sec et être préservées dans un état métabolique de dormance pendant de 
longues périodes.  
La persistance bactérienne peut se définir comme étant « la capacité d’isoler de façon répétable 
un type moléculaire ou une souche spécifique dans la même entreprise pendant une période de 
temps étendue ; typiquement des mois ou des années » (12). Pour les pathogènes, cette capacité 
n’est pas surprenante au vu des environnements dans lesquels elles peuvent se retrouver au 
cours de leur cycle de vie (Figure 4). Les perturbations environnementales rencontrées au cours 
du cycle de vie sont aussi souvent appelées « stress » et les causes peuvent en être diverses, et 
sont présentées en rouge sur la Figure 4 lors de l’arrivée dans un nouveau réservoir (oxydation, 
séchage, augmentation ou diminution de la température, acidification…) (14–16). 

 
Figure 4 : Différents stress environnementaux possiblement rencontrés par Salmonella spp. et Cronobacter spp. au 
cours de leur cycle de vie 

De nombreuses études se sont focalisées sur la survie de Salmonella spp. et de Cronobacter spp. 
dans les environnements à faible activité de l’eau (17–24). D’autres paramètres sont souvent 
combinés à l’activité de l’eau comme la température de stockage ou encore l’absence et la 
présence de lumière. Le Tableau 1 montre l’influence de l’activité de l’eau et de la température 
de stockage sur la persistance de Cronobacter spp. et de Salmonella spp., deux pathogènes de 
l’industrie agroalimentaire, à travers quelques exemples. 
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Il est possible de noter que la période de persistance est longue et s’étale sur des mois voire sur 
des périodes dépassant un an, comme pour Cronobacter spp. capable de survivre plus de 30 
mois dans les préparations en poudre pour nourrissons (PIF, Powdered Infant Formula).  
De plus, à la vue du Tableau 1, il est clair que la température de stockage du produit impacte la 
survie des pathogènes, avec une diminution de la survie quand la température de stockage 
augmente. 
Tableau 1 : Persistance de Cronobacter spp. et de Salmonella spp. dans des produits alimentaires à faible activité de 
l'eau et dans des milieux modèles 

Microorganismes Produits alimentaires et 
milieux modèles aW Log initial Log final Réduction Durée Température Référence 

Cronobacter spp. Riz pour nourrisson 0,30, 0,46, 0,69 0,31 présence  12 mois 4, 21 et 30°C (25) 
  0,3 5 4,5 0,5 12 mois 4°C  
  0,3 5 2,5 2,5 12 mois 21°C  
  0,3 5 0,25 4,75 9 mois 30°C  
  0,45 5 4 1 12 mois 4°C  
  0,45 5 2 3 6 mois 21°C  
  0,45 5 0,25 4,75 3 mois 30°C  
  0,68 5 3,5 1,5 12 mois 4°C  
  0,68 5 0,25 4,75 9 mois 21°C  
  0,68 5 0,25 4,75 6 mois 30°C  
 PIF 0,27 6 2,5 3,5 23 mois Ambiante (26) 
 PIF NP 11 présence  30 mois Ambiante (8) 
 PIF NP 9 5,5 3,5 3 mois 30°C (27) 
 TSB NP 9 7,75 1,25 3 mois 30°C  
 PBS ~0,2 9 8 1 23 mois 25°C (26) 
  ~0,2 9 7 2 23 mois 45°C  

S. Enteritidis PBS ~0,2 9 7,5 1,5 23 mois 25°C (26) 
 Noix NP (Humidité 

<8%) 9,5 9 0,5 4 mois 4°C (28) 

  NP (Humidité 
<8%) 9,5 7 2,5 4 mois Ambiante  

S. Senftenberg PBS ~0,2 9 7 2 23 mois 25°C (26) 
S. Typhimurium Beurre de cacahuète NP 8,51 5,35 3,16 2 mois Ambiante (29) 

Salmonella 
enterica Beurre de cacahuète standard 0,4 8 7,75 0,25 1 mois 4°C (30) 

  0,4 8 7,5 0,5 1 mois 25°C  
 Beurre de cacahuète bio 0,4 8 7,6 0,4 1 mois 4°C  
  0,4 8 0,7 7,3 1 mois 25°C  
 Amande [0,3-0,5] 4 1 3 12 mois 24°C (31) 
  [0,4-0,6] 4 4 0 12 mois 4°C  
 Pistache entière [0,3-0,5] 5 3 2 12 mois 24°C  
  [0,4-0,6] 5 5 0 12 mois 4°C  
 Tahini 0,17 5,6 2,6 3 4 mois 4°C (32) 
  0,17 5,6 1 4,6 4 mois 22°C  
 Noix de pécan 0,4 6 6 0 19 mois 4°C (33) 
  0,4 6 3 3 19 mois 21°C  
  0,4 6 2 4 19 mois 37°C  

PIF : Powdered Infant Formula, Préparation en poudre pour nourrissons 
 
Ainsi, non seulement les bactéries peuvent résister à la déshydratation et persistent dans les PS, 
mais elles peuvent également y survivre pendant de longues périodes. Cette persistance peut 
notamment s’expliquer par plusieurs phénomènes qui ont lieu lors du passage à l’état sec des 
microorganismes. 
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1.4. Epidémiologie des produits alimentaires secs 

1.4.1. Toxi-infections alimentaires 

Les Toxi-Infections Alimentaires Collectives (TIAC) correspondent à l’apparition de deux cas 
infectieux groupés dont la cause est d’origine alimentaire. Toute TIAC est à déclaration 
obligatoire au sein de l’autorité compétente dans le pays touché, en France il s’agit de l’Agence 
nationale de sécurité sanitaire de l’alimentation, de l’environnement et du travail (Anses). Cette 
déclaration s’effectue par le médecin ou le biologiste constatant la maladie ou encore par les 
occupants du foyer.  
La déclaration obligatoire permet à la santé publique d’effectuer une enquête épidémiologique 
permettant d’identifier le produit alimentaire incriminé. Ensuite, des mesures sont présentées 
pour éviter d’éventuelles récidives. Une synthèse des TIAC est réalisée par l’Institut de Veille 
Sanitaire (InVS) après mise en commun de toutes les données (34). 
En France, certains agents infectieux sont sous surveillance épidémiologique par les Centres 
Nationals de Référence (CNR). Il en existe onze veillant sur respectivement Salmonella, les 
bactéries anaérobies et le botulisme, Campylobacter spp. et Helicobacter spp., les virus 
entériques, Escherichia coli et Shigella spp., Listeria spp., Trichinella spp., les staphylocoques, 
Brucella spp. et Franscisella tularensis et finalement les hépatites A et E (34). Le nombre de 
TIAC déclaré par an en France est en augmentation même si l’aliment incriminé n’est testé 
positif que dans 47% des cas. La contamination par un agent infectieux à lieu à 70% dans les 
restaurations collectives et les foyers par ingestion d’aliments contaminés (34). De nombreux 
pathogènes alimentaires peuvent survivre dans les PS pendant des longues périodes et de 
nombreuses TIAC impliquent des produits alimentaires déshydratés, comme présenté dans le 
Tableau 2 pour une période comprise entre 2000 et 2012. Sur cette période, 59 TIAC ont été 
recensées (Tableau 2) dont 39 TIAC impliquant Salmonella enterica, soit 66% des foyers de TIAC 
dus à cette bactérie. Deux bactéries sporulées sont également impliquées, Bacillus cereus et 
Clostridium spp. avec 12% et 5% des TIAC. Les STEC (Sighella Toxin Escherichia coli) sont 
également retrouvées pour 10% des TIAC. Finalement, de façon minoritaire, Staphylococcus spp. 
et Cronobacter spp. sont retrouvés à 5% et 2%. 
Ainsi, Salmonella enterica est la bactérie la plus impliquée dans les TIAC engageant les produits 
alimentaires secs. Cronobacter spp. est faiblement impliquée dans les TIAC mais de par sa forte 
résistance aux procédés de décontamination, il représente un challenge pour l’industrie 
agroalimentaire. 
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Tableau 2 : Liste de TIAC associées à des produits alimentaires à faible activité de l'eau de 2000 à 2012. 
Année Microorganismes Produit alimentaire Nombre de 

cas 
Hospitalisations 

(décès) Pays Références 
2000 S. Enteritidis Amandes 168  USA, canada (35) 
2001 S. Oranienburg Chocolat 439  EU (36) 

 S. Typhimurium Halva 70  EU (37–39) 
 S. Stanley, S. Newport Cacahuètes 109  Australie, Canada, USA (40) 
 Cronobacter spp. Formulation pour nourrisson 11  USA (41) 

2002 S. Montevideo Tahini 68  
Australie, Nouvelle 

Zélande (42) 
 S. Braenderup Curry 20 1 (0) UK (43) 

2003 S. Enteritidis Amandes 29  USA, canada (44) 
 S. Agona Thé 42 21 (0) Allemagne (45) 

2004 S. aureus Poudre de lait 150  Chine (8) 
2005 S. Enteritidis Amandes 15  Suède (46) 

 S. Typhimurium Préparation pour gâteau 26  USA (47) 
2006 S. Tennessee Beurre de cacahuète 628  USA (48) 
2007 B. cereus Riz, graines, amandes, noisettes 62  EU (49) 

 E. coli STEC Riz, graines, amandes, noisettes 45  EU (49) 
 Salmonella spp. Riz, graines, amandes, noisettes 34  EU (49) 
 S. aureus Riz, graines, amandes, noisettes 26  EU (49) 
 Staphylococcus spp. Riz, graines, amandes, noisettes 120  EU (49) 
 S. Weltevreden Graines de luzerne 25  Scandinavie (50) 
 B. cereus Riz soufflé 8  USA (51) 
 S. Schwarzengrund Pet food 62  USA (51) 
 Salmonella spp. Chocolat et sucreries 242  EU (52) 
 Salmonella spp. Riz impérial 27  USA (51) 
 S. Tennessee Beurre de cacahuète 425  USA (51) 
 S. Wandsworth Snack à base de riz et de blé 75  USA (53) 
 S. Wandsworth Mixe d'assaisonnement 69 6 (0) USA (54) 
 S. Typhimurium Mixe d'assaisonnement 18 2 (0) USA (54) 
 B. cereus Mélange d'épice pour couscous 146 0 France (43) 
 S. Senftenberg Graine de fenouille 14 4 Serbie (55) 

2008 Salmonella spp. Riz, graines, amandes, noisettes 2  EU (52) 
 S. Rissen Poivre blanc moulu 87 22 (1) USA (43) 
 B. cereus Riz 10  USA (11) 
 C. perfringens Riz espagnol 2  USA (56) 
 S. Kedougou Aliment pour nourrissons 42  Espagne (57) 
 S. Agona Riz soufflé 28  USA (58) 
 S. Enteritidis Riz 82  USA (11) 
 Salmonella spp. Chocolat et sucreries 4  EU (52) 
 Salmonella spp. Aliment pour nourrissons 8  France (59) 
 S. Typhimurium Beurre de cacahuète 714  USA (60, 61) 
 C. botulinum Beurre de cacahuète 5  Canada (62) 
 S. Give Formulation pour nourrisson 8  France (63) 

2009 E. coli O157:H7 Pate à cookies crue 76  USA (64) 
 B. cereus Riz 28  USA (11) 
 S. Montevideo Pistaches grillées   USA (11) 
 S. Enteritidis Riz soufflé 11  USA (11) 
 S. Senftenberg Poivre noir 11  USA (65) 

2010 S. Montevideo Poivre noir 272 52 (0) USA (65) 
 B. cereus Riz 131  USA (11) 
 C. botulinum Tofu séché   Taiwan (11) 
 B. cereus Poivre blanc 112 0 Danemark (43) 

2011 E. coli O104:H4 Graines de fenouille 4321  Allemagne (66) 
 E. coli O157:H7 Noix 11  Canada (11) 
 E. coli O157:H7 Noisettes 8  USA (67) 
 S. Enteritidis Pignons de pin 43  USA (68) 

2012 S. Bredeney Beurre de cacahuète 42  USA (69) 
 S. Infantis Pet food 49  USA (70) 
 S. Oranienburg Poudre de lait 16  Russie (71) 
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Globalement, les TIAC impliquant les PS ont une incidence constante dans le temps avec de 
nombreux foyers à travers le monde. De par la propriété des PS développée précédemment, ils 
peuvent être la source de contaminations de nombreux autres produits et ainsi ne pas être 
identifiés comme « source » de TIAC (4).  
En plus des cas de TIAC à travers le monde, les produits alimentaires font régulièrement l’objet 
de rappel de produits alimentaires. En effet, les maitrises des dangers et les autocontrôles 
présents au quotidien dans les industries agro-alimentaires font que la qualité microbiologique 
des produits est de plus en plus maitrisée mais le risque zéro n’existe pas. Il est possible de 
rencontrer des problèmes sanitaires avant déclaration de TIAC. Quand un danger pour le 
consommateur a été identifié, l’entreprise identifiant le problème ou les autorités sanitaires 
effectuent un rappel du produit alimentaire en question à l’échelle nationale ou internationale 
représentant un impact financier lourd pour les industries agroalimentaires (72). 

1.4.2. Historique des rappels de produits contaminés 

En France, la liste des produits ayant fait l’objet d’un rappel est disponible sur le site internet de 
la Direction Générale de la Concurrence, de la Consommation et de la Répression des Fraudes 
(DGCCRF).  
Tout comme les autres produits alimentaires, les PS font l’objet de rappels réguliers. Le Tableau 
3 recense le nombre de produits alimentaires déshydratés rappelés en France et aux USA depuis 
2007. 
Tableau 3 : Différents produits alimentaires déshydratés rappelés ces cinq dernières années en Union Européenne et 
aux USA de 2010 à 2015 

Année Microorganismes Produits alimentaires rappelés Pays Références 
2010 Salmonella spp. Ail en poudre, Bretzels, Chips, Croustilles de maïs, Dip mix, Epices, Farine de soja, Frites, Frites gout 

barbecue, Graine de sésame, Graines de poivre, Mélange de pâtes, Mélange de snack, Mélange 
d'oignons, Mélange pour sauce, Mélange pour soupe, Mélanges à gâteau, Mélanges contenant des 

bretzels, Mixe d'assaisonnements, Mixe d'assaisonnements salés, Noix, Noix de muscade, Noix non 
décortiquées, Nouilles aux œufs, Peet food, Pistaches, Pistaches entières, Poivre noir 

USA (73) 

 L. monocytogenes Beurre de cacahuète et autre USA  
2011 E. coli O157:H7 Mélange de fruit à coque USA (73) 

 Salmonella spp. Beurre de cacahuète, Farine de soja et produit à base de soja, Graines de céleri bio, Pet food, Pignon 
de pin, Poudre de protéine, Poudre pour chili, Thé bio à la menthe poivrée 

USA  
2012 E. coli O157:H7 Graines de caco bio USA (73) 

 L. monocytogenes Pop corn USA  
 Salmonella spp. Crackers, Formulation à base de prébiotiques en poudre, Pet food, Poivron rouge USA  

2013 Salmonella spp. Mélange pour gâteau, Origan en poudre, Pet food, Pistache, Pistache grillée, Tahini USA (73) 
 L. monocytogenes Graines de tournesol USA  

2014 Salmonella spp. Beurre de noix, Divers produits de snack, Farine de blé complet, Graine de chia, Graines de poivre 
noir, Noix de macadamia, Noix et noisette pour cookies, Origan en poudre, Pet food, Poudre de 

caroube, Poudre de protéines, Poudre pour chili, Roucou haché 
USA (73) 

2015 Salmonella spp. Ail en poudre, Assaisonnement, Coriandre en poudre bio, Différents produits à base de poudre d'ail, 
Farine, Flocon d'avoine bio, Graines de lin moulues, Mélange de fruit à coque, Mélange de graines, 

Noix, Noix de cajou, Noix de coco, Noix de macadamia, Noix hachée, Pet food, Pignon de pin 
USA (73) 

 Salmonella spp. Gingembre moulu France  
 L. monocytogenes Pet food USA (73) 
 Toxine de S. aureus Poudre de protéine USA (73) 
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Il ressort de ce tableau que le nombre de rappels de produits est supérieur au nombre de TIAC 
recensées (voir Tableau 2) montrant un système efficace de détection des pathogènes 
alimentaires. Cependant, le nombre de rappels de produits est considérable avec plus de 91 
types de produits. La première bactérie contaminante est Salmonella spp., représentant 84 
produits rappelés sur les 91 de 2010 à 2015, soit 92% des produits (Tableau 3). Les autres 
causes de rappel sont L. monocytogenes, E. coli STEC ou encore les produits contaminés avec des 
toxines de S. aureus. Une fois rappelés, les produits alimentaires sont détruits. Par conséquent, 
cela représente une perte économique importante pour les entreprises ainsi qu’un gaspillage de 
produits alimentaires. 
Parmi les PS, certains sont destinées à l’alimentation infantile et soumis à une réglementation 
particulière. 

1.4.3. Le cas des produits alimentaires pour nourrissons 

L’alimentation pour nourrissons représente une gamme particulière des PS. La sécurité des 
aliments est d’autant plus importante que cette partie de la population est hautement vulnérable 
face aux infections, de par leur système immunitaire et leur flore intestinale en développement 
(74). Par exemple, il est connu que la salmonellose, maladie causée par Salmonella spp., touche 
plus fortement les populations de 0 à 4 ans, la tranche d’âge la moins touchée étant les 
personnes âgées de 25 à 44 ans comme le montre la Figure 5. 

 
Figure 5 : Distribution du nombre de cas de salmonellose pour 100 000 habitants en fonction de l’âge de la population 
pour l’Union Européenne en 2008 (52) 

Pendant les premiers mois, les nourrissons sont nourris au lait maternel, au lait infantile ou 
encore aux préparations en poudre pour nourrisson (Powdered Infant Formula, PIF) à base de 
lait (74). Ces types de produits ne sont, en général, pas stériles et leur niveau de contamination  
est établi par le Codex Alimentarius (74). 
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De 2004 à 2006, un travail commun entre la FAO (Organisation des Nations unies pour 
l'alimentation et l'agriculture) et l’OMS (Organisation Mondiale pour la Santé) a permis de 
montrer que plusieurs bactéries pouvaient être isolées des produits en poudre pour nourrissons 
en lien avec des infections chez les très jeunes enfants. Les deux grands pathogènes d’intérêt 
sont Salmonella enterica et Cronobacter spp.. Finalement, les critères microbiologiques ont été 
révisés en 2008 concernant ces produits suite à la prise de conscience de l’importance des 
infections néonatales à Cronobacter spp.. Ces critères sont présentés dans le Tableau 4 dans 
lequel il ressort que ces deux bactéries doivent être absentes des PIF (74, 75). 
Tableau 4 : Critères microbiologiques concernant les deux pathogènes principaux des produits en poudre pour 
nourrisson (75) 

Microorganismes Nombre d’échantillons Nombre maximal d’échantillon 
défectueux autorisés Echantillon Limite de bactéries 

détectées autorisées 
Salmonella enterica 60 0 25g 0 

Cronobacter spp. 30 0 10g 0 
 
Cette norme « absence/présence » nécessite la vérification de l’innocuité par une méthode 
d’échantillonnage adaptée permettant de ne pas passer à côté de la contamination bactérienne. 
Cependant, plusieurs études effectuées dans différents pays révèlent que la contamination à 
Cronobacter spp. n’est pas complètement maitrisée (Tableau 5).  
Tableau 5 : Prévalence de Cronobacter spp. dans les PIF (74) 

Pays Prévalencea Prévalence (%) Niveau de contamination 
Bangladesh 1/32 3 ND 

Brésil 12/42 29 0,54 MPN/100gb 
Indonésie 10/74 14 ND 
Jordanie 1/69 1 ND 

Japon 4/61 7 0,36 MPN/100g 
Corée 4/75 5 3,6-23 UFC/100gc 
Corée 7/102 7 ND 

Nigéria 20/70 29 ND 
Royaume-Uni 2/82 2 ND 

a. Nombre d’échantillons positifs sur nombre d’échantillons totaux 
b. MPN : Most Probable Number, quand les analyses sont effectuées à l’aide de méthodes de biologie moléculaire 
c. UFC : Unité Formant Colonie, quand les analyses sont effectuées à l’aide de méthodes classiques de microbiologie 
 
En effet, dans les pays présentés dans le tableau précédent, il ressort que la présence de 
Cronobacter spp. peut constituer 30% des échantillons testés donc présentant un risque pour les 
nourrissons. Si l’on recense, parmi les TIAC impliquant les produits alimentaires déshydratés, les 
TIAC chez les nourrissons, le Tableau 6 peut être dressé. 
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L’ensemble de ces données permet de concevoir aisément le rôle clé des produits 
alimentaires déshydratés dans la chaine alimentaire mais également de constater 
qu’ils peuvent présenter un risque pour le consommateur. En effet, des bactéries 
potentiellement pathogènes, telles que Cronobacter spp., peuvent persister des mois 
voire des années sur des produits à faible aW. C’est notamment pour cette raison que 
les produits secs sont régulièrement impliqués dans des toxi-infections alimentaires 
collectives. Ils peuvent être porteurs de Salmonella enterica impliquée dans plus des 
deux tiers des cas de toxi-infections alimentaires qui ont eu lieu entre 2000 et 2012. 
Parmi les produits secs, un cas particulier ressort, les produits alimentaires pour 
nourrissons. Pour envisager d’éliminer ces bactéries des produits alimentaires à faible 
aW, il est nécessaire d’avoir des connaissances sur leurs mécanismes d’acclimatation à 
la déshydratation ainsi que leur impact sur la physiologie bactérienne. Il est 
également possible de se demander si cette acclimatation à l’état sec peut influer sur 
leur virulence et sur leur résistance ultérieure à des procédés thermiques de 
décontamination. 

Tableau 6 : Résumé des TIAC chez les nourrissons dues à la consommation de PIF contaminée  

Année Produit Pathogène Nombre de cas Pays Références 
1973 Poudre de lait S. Derby 3000 Trinidad (76) 
1985 Poudre de lait S. Ealing 76 Royaume Uni (77) 
1986 PIF Cronobacter spp. 3 Islande (78) 
1988 PIF Cronobacter spp. 4 USA (74) 
1993 PIF S. Tennessee >3 Canada, USA (79) 
1995 Céréales pour nourrissons S. Senftenberg 5 Royaume Uni (80) 
1996 PIF S. Virchow >48 Espagne (81) 

 PIF S. Antanum 17 Royaume Uni, France (82) 
1998 PIF Cronobacter spp. 12 Belgique (83) 
2000 PIF S. London 31 Corée (84) 
2001 PIF Cronobacter sakazakii 11 USA (83) 
2004 PIF Cronobacter spp. 9 France (85) 

 PIF S. Agona 141 France (74) 
 Poudre de lait S. aureus 150 Chine (8) 

2008 PIF S. Give 8 France (63) 
 PIF S. Kedougou 42 Espagne (57) 

2012 Lait en poudre S. Oranienburg 16 Russie (71) 
 
Il ressort de ce tableau que parmi ces TIAC, Salmonella enterica et Cronobacter spp. sont 
particulièrement incriminés. 
Certaines TIAC peuvent toucher de nombreux nourrissons comme par exemple en 2004 avec 
141 cas de salmonellose en France dus à la consommation de préparations en poudre pour 
nourrissons. Ainsi, les TIAC persistent malgré la tolérance zéro des autorités sanitaires, 
certainement à cause des méthodes de détection de Salmonella spp. et Cronobacter spp.. 
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2. Salmonella enterica et Cronobacter spp., deux bactéries 

contaminantes des produits secs 

2.1. Salmonella enterica et Cronobacter sakazakii 

2.1.1. Salmonella enterica, bactérie pathogène courante de l’industrie 

agroalimentaire 

Parmi les pathogènes retrouvés dans les TIAC impliquant les produits secs, S. enterica a la plus 
grande incidence en Europe. Bien que les cas de salmonellose diminuent chaque année, elle est 
impliquée dans plus de 100 000 cas en Europe par an, tous produits alimentaires confondus, et 
est la deuxième bactérie impliquée dans les TIAC après Campylobacter spp. (52). A travers le 
monde, 93,8 millions de cas sont rapportés chaque année et le nombre de décès est de 155 000 
par an (86). 

 
Figure 6 : Représentation schématique de la position du genre Salmonella spp. et de sa subdivision en espèces et sous-
espèces (87) 

Salmonella spp., nommées ainsi en l’honneur du médecin vétérinaire Daniel Elmer Salmon, ont 
été découvertes en 1889 et sont des bacilles à Gram négatif, de la famille phylogénétique des 
Enterobacteriacea, d’environ 2 à 5 µm de long pour 0,5 à 1,5 µm de largeur. Le genre Salmonella 
a divergé d’un ancêtre commun avec Escherichia coli il y a 100-160 millions d’années. Les 
membres de ce genre sont généralement mobiles avec une ciliature péritriche (87). Elles sont 
anaérobies facultatives et ne fermentent pas le lactose. Leur température optimale de croissance 
est comprise entre 35 et 37°C mais elles peuvent croître entre 5 et 50°C. De plus, elles peuvent 
se développer jusqu’à une activité de l’eau minimale de 0,94 (88–90). 
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Le genre Salmonella a souvent été sujet à des remaniements et est actuellement divisé en deux 
espèces, toutes potentiellement pathogènes : Salmonella bongori, et Salmonella enterica (Figure 
6).  
Salmonella bongori est une espèce établie en 2005 après une réévaluation de la nomenclature 
des Salmonella spp, étant auparavant une sous-espèce de Salmonella enterica, longtemps 
considérée comme la seule espèce du genre. S. enterica est divisée en six différentes sous-
espèces : enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae et indica. Les sous-espèces sont à leur 
tour divisées en sérotypes en fonction de leurs antigènes somatiques (O) et flagellaires (H) (91). 
Le nombre de sérotypes est différent en fonction de chaque sous espèce, enterica étant la sous-
espèce en possédant le plus comme le montre le Tableau 7 avec 1531 sérotypes connus. Il 
ressort en particulier que la sous-espèce enterica est celle qui comporte le plus de sérotypes 
différents, soit environ 59% des sérotypes de Salmonella spp. connus à ce jour. 
Tableau 7 : Répartition des sérotypes connus en 2007 en nombre dans le genre Salmonella spp. (91) 

Espèce Sous-espèces Nombre de sérotypes 
Salmonella enterica 2557 

 S. enterica subsp. enterica 1531 
 S. enterica subsp. salamae 505 
 S. enterica subsp. arizonae 99 
 S. enterica subsp. diarizonae 336 
 S. enterica subsp. houtenae 73 
 S. enterica subsp. indica 13 

Salmonella bongori 22 
Total 2579 

 
Initialement, les sérotypes appartenant à la sous-espèce enterica ont été nommés en fonction 
des aspects cliniques provoqués. Par exemple, Salmonella enterica subsp. enterica serovar. 
Typhimurium, d’abréviation S. Typhimurium, a été appelée ainsi car elle provoquait la fièvre 
typhoïde chez les souris (Typhi-murium). Etant donné qu’il n’existe pas d’hôte spécifique aux 
Salmonella spp., les sérotypes ont été par la suite appelés en fonction de la ville dans laquelle 
elles ont été découvertes (S. London, S. Newport, ….) (87). L’ensemble des sérotypes connus à ce 
jour sont rassemblés dans le schéma de Kauffmann-White-Le Minor qui est régulièrement mis à 
jour. 
Le réservoir principal de Salmonella spp. est le tractus digestif des mammifères et des oiseaux. 
Certaines souches peuvent être isolées d’autres animaux tels que les reptiles, les insectes et les 
animaux aquatiques. Une fois excrétée par son hôte, elle contamine l’environnement (eau, sol, 
plantes, etc…) où elle peut survivre pendant des mois et passer à l’hôte suivant (89). Il existe une 
exception, S. Typhi, dont l’homme est l’unique réservoir. 
La maladie associée est la salmonellose, dont la salmonellose non-typhique et la salmonellose 
typhique. Cette dernière est uniquement due aux sérotypes Typhi et Paratyphi de la sous-espèce 
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enterica et se transmet de personne à personne ou par consommation d’eau ou d’aliments 
contaminés par des selles de personnes infectées (92, 93). Les salmonelloses non-typhiques sont 
les plus représentées et sont causées par les autres sérotypes de Salmonella spp.. L’aliment est 
vecteur de transmission dans 96% des cas de salmonellose (13). Elle se caractérise par 
l’apparition d’une gastroentérite aiguë environ 12 à 36 h après la consommation de l’aliment 
contaminé. Les principaux symptômes sont des nausées, des vomissements, des crampes 
abdominales, des diarrhées, des maux de tête, des frissons et de la fièvre, en général, entre 39 et 
40°C. La durée des symptômes est le plus souvent comprise entre 5 et 7 jours mais la durée de 
contagion est de plusieurs semaines. C’est une maladie à issue favorable mais quelques 
complications existent, menant à l’hospitalisation de 22% des patients, comme la bactériémie 
(passage des bactéries dans le sang) dans 3 à 10% des cas et une déshydratation sévère. 
Cependant, le taux de mortalité de cette maladie est faible, soit 0,8% des personnes atteintes 
(13). Il existe également une forme asymptomatique de la maladie.  
La relation dose-réponse (nombre de bactéries nécessaires pour déclencher la maladie) est mal 
connue et surtout difficile à établir pour le genre à la vue du nombre de sérotypes. Par exemple, 
concernant la relation dose-réponse, l’OMS indique que la dose de S. Enteritidis provoquant des 
troubles chez 50% des consommateurs, est de l’ordre de 10 000 bactéries, mais ne conclut pas 
sur le caractère extrapolable de cette relation aux autres sérotypes. Cependant, une méta-
analyse récente indique que la dose infectieuse causant la salmonellose chez 50% des sujets 
exposés serait de l’ordre de quelques dizaines de bactéries pour les sérotypes Typhimurium et 
Enteritidis, quelle que soit la population exposée. Ces deux sérotypes de l’espèce enterica sont 
les plus impliqués dans les TIAC avec une variation de leur prédominance respective en fonction 
de l’année et de la zone géographique. Globalement, le nombre de foyers de salmonelloses par an 
est en diminution progressive même si récemment un variant du sérotype Typhimurium, variant 
monophasique, est en constante augmentation (92, 93). 
Depuis de nombreuses années, l’élimination des Salmonella spp. dans les produits alimentaires 
est un challenge industriel (92). Son absence dans les produits alimentaires doit être vérifiée 
avant mise sur le marché (au minimum : absence dans 10 fois 25 g de produit). Cependant, ce 
n’est pas le seul pathogène pouvant être présent dans les produits alimentaires secs et, parmi 
eux, il est possible de retrouver Cronobacter spp. qui est très persistant dans les PS et qui 
présente un risque fort pour les populations sensibles comme les nourrissons. 

2.1.2. Cronobacter spp., pathogène émergent de l’industrie agroalimentaire 

Les infections à Cronobacter spp. sont peu répandues mais représentent un challenge pour les 
industries agroalimentaires productrices d’aliments pour nourrissons tels que le lait en poudre 
ou les PIF (74). 
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Les Cronobacter spp., nommées ainsi en référence au dieu Cronos de la mythologie grec qui 
mangeait ses enfants, ont été définis comme nouveau genre en 2008. Ils étaient auparavant tous 
rassemblés sous l’espèce Enterobacter sakazakii. Le genre Cronobacter rassemble des bacilles 
Gram négatifs de la famille phylogénétique des Enterobacteriacea d’environ 1 à 3 µm de long 
pour 0,5 à 1,5 µm de largeur. Les membres de ce genre sont généralement mobiles avec une 
ciliature péritriche. Ils sont anaérobies facultatives, ne fermentent pas le lactose et sont oxydase-
négatives. Leur température optimale de croissance est d’environ 39°C mais peuvent se 
multiplier entre 5,5°C et 47°C (94). 
En 2007, le genre Cronobacter a été proposé comme divisé en six espèces : C. sakazakii, 
C. malonaticus, C. turicensis, C. muytjensii, C. dublinensis (divisée en 3 sous espèces) et 
C. genomospecies I. Exceptée la dernière, toutes ces espèces, isolées chez l’Homme, sont classées 
comme pathogènes opportunistes. Les isolats associés aux cas de méningites néonatales 
appartiennent aux espèces C. sakazakii, C. malonaticus et C. turicensis (94). Depuis 2012, une 
nouvelle espèce a été identifiée C. condimenti (portant le genre à 7 espèces) et C. genomospecies 
I a été renommé C. universalis (95) (Figure 7). Contrairement à Salmonella spp., aucun schéma 
de sérotypage n’est connu pour ce genre bactérien à l’heure actuelle.  

 
Figure 7 : Représentation schématique de la position du genre Cronobacter et de sa subdivision en espèces et sous-
espèces (94) 

Cronobacter spp. est une bactérie tellurique ubiquitaire qu’il est possible de retrouver à la fois 
dans l’eau, les sols, les végétaux, les poussières mais aussi dans un grand nombre d’êtres vivants 
qui sont généralement les vecteurs de contamination. Cronobacter spp. est également isolé d’un 
grand nombre d’aliments transformés (déshydratés, fumés, congelés, fermentés, crus ou cuits) 
(13). 
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La maladie associée à Cronobacter spp. se transmet uniquement par voie alimentaire et la 
transmission de personne à personne n’est pas démontrée. Cronobacter spp. étant un pathogène 
opportuniste, sa population cible est représentée en grande majorité par les nourrissons (en 
particulier les prématurés ou hypotrophes) et, en moindre partie, par les personnes âgées ainsi 
que les adultes immunodéprimés. L’apparition des symptômes a lieu entre 6 et 15 jours après 
l’ingestion d’aliments contaminés (96, 97). La Figure 8 représente les différents symptômes de la 
maladie en fonction de la population. Le principal symptôme chez le nourrisson est la méningite, 
avec 41% des cas, et chez l’adulte une colonisation du tube digestif, avec 35% des cas. 

 
Figure 8 : Représentation des symptômes en fonction de la population atteinte par Cronobacter spp. (13) 

La durée des symptômes est variable en fonction de la forme clinique de la maladie. Chez les 
nourrissons, le taux de létalité est compris entre 40 et 80% en fonction de l’espèce de 
Cronobacter spp. impliquée, par exemple, le taux de létalité de C. sakazakii est de 80%. Des 
complications peuvent aussi avoir lieu comme des séquelles neurologiques sévères 
(hydrocéphalie, …) ou un retard de développement. Les conséquences chez l’adulte sont, quant à 
elles, mal connues. Il existe également une forme asymptomatique de la maladie. La relation 
dose-réponse n’est pas connue. Globalement, le nombre de foyers de TIAC à Cronobacter spp. 
déclarés reste relativement faible avec environ 6 nouveaux cas par an à travers le monde. 
Cependant, la prise de conscience de l’importance de la maladie étant relativement récente, la 
déclaration n’est pas réglementée et le nombre de cas est certainement sous-estimé (13). 

Ces deux bactéries sont régulièrement retrouvées dans des PS ou dans des TIAC impliquant ce 
type de produits alimentaires. Elles ont donc dû s’acclimater à des quantités très faibles en eau, 
c’est-à-dire s’acclimater à un séchage. 
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2.2. Séchage/réhydratation de Salmonella enterica et Cronobacter spp. 

La survie des pathogènes, et notamment de S. enterica, a été grandement étudiée dans des 
produits tels que le chocolat ou les amandes, même si beaucoup de questions restent sans 
réponse (98).  

2.2.1. Les échanges d’eau entre la cellule et son environnement lors d’un 

séchage et d’une réhydratation 

De manière générale, le séchage suivi d’une réhydratation peut être décomposé en plusieurs 
étapes présentées en Figure 9 (19, 98–101) :  

i. Le séchage initial en milieu liquide (Figure 9 (1)) : C’est la première phase de retrait 
d’eau des cellules qui doivent répondre rapidement pour réduire la perte de turgescence 
et les dommages occasionnés sur la membrane. Cette première phase correspond à un 
stress osmotique. En effet, lors d’un séchage, le milieu à forte activité de l’eau (le produit 
alimentaire ou une suspension de microorganismes par exemple) est mis en contact avec 
un air à faible activité de l’eau ce qui va engendrer des mouvements d’eau du milieu à 
forte activité de l’eau vers l’air. Dans le cas où l’air est en excès, il est possible de 
considérer que le séchage du milieu à forte activité de l’eau s’effectue jusqu’à atteindre 
l’activité de l’eau de l’air.  

 
Figure 9 : Représentation schématique des différentes étapes se produisant lors d’un séchage suivi d’une réhydratation 

ii. Le séchage en milieu solide humide (Figure 9 (2)) : Cette phase correspond à un contact 
direct des cellules avec l’air et en particulier avec les espèces réactives de l’oxygène 
(Reactive Oxigen Species, ROS), provoquant un stress oxydatif. 
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iii. La réhydratation (Figure 9 (3)) : Cette étape est indissociable du séchage à proprement 
parler. Lors de cette étape, les cellules sèches sont mises en présence d’eau créant un 
stress hypoosmotique. En effet, elles sont mises en contact avec un milieu à forte activité 
de l’eau, ce qui va engendrer des mouvements d’eau du milieu de réhydratation vers le 
produit et les microorganismes. 

Plusieurs méthodes industrielles permettent de sécher les produits alimentaires sont 
couramment utilisées. Parmi elles, il est possible de citer le lit fluidisé, l’atomisation et la 
lyophilisation. 
Durant ces trois périodes, certains mécanismes actifs et passifs se mettent en place favorisant la 
survie de la cellule à cet ensemble de stress que constitue un cycle de séchage/réhydratation. 

2.2.2. Résistance des bactéries au séchage 

2.2.2.1. Mécanismes actifs de la résistance au séchage 

Un changement de pression osmotique aboutit à un passage des molécules d’eau à travers la 
membrane du cytosol vers le milieu extracellulaire, en passant directement au travers des 
membranes interne et externe ou en passant vers le milieu extérieur grâce à des protéines 
membranaires, les aquaporines. Ce changement d’osmolarité implique l’activation de réponses 
physiologiques et génétiques rapides pour contrebalancer cette perturbation (102, 103). 
Chez Salmonella spp., le changement de pression osmotique provoque l’activation de nombreux 
gènes et notamment de l’opéron kdpFABC qui code pour un système de transport à haute 
affinité pour l’ion potassium (K+) (86, 102). En conséquence, il y a une accumulation de K+ et de 
glutamate, servant de contre-ions, dans le cytosol. Cette réponse est également observée chez 
Cronobacter spp., bien que les voies de régulation chez cette bactérie soient moins bien connues. 
Une analyse in silico permet de constater la présence de nombreux gènes analogues à ceux 
impliqués dans la réponse au stress chez Escherichia coli (104), eux-mêmes analogues à ceux 
présents chez Salmonella spp. Cependant, cette accumulation est temporaire et est suivie par 
une accumulation de solutés compatibles, peuvent être cités à titre d’exemple : la proline, la 
glycine bétaine, l’éctoïne ou encore le tréhalose (102). Ce sont des composés organiques 
importés du milieu extérieur ou synthétisés de novo. L’accumulation d’osmoprotectants permet 
aux bactéries de maintenir une turgescence idéale. Leur rôle, qui mime celui de l’eau, est de 
stabiliser les molécules comme les protéines et les phospholipides (98, 105), comme présenté en 
Figure 10.  
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Figure 10 : Schéma de la stabilisation d'une protéine par les osmoprotectants (d’après (105)). 1 : Perte d’eau, 
dénaturation de la protéine. 2 : Présence de solutés compatibles, stabilisation de la structure de la protéine 

C’est pourquoi de des transporteurs se trouvent en grande quantité sur la membrane interne 
(Figure 11) pendant une période de stress, comme ProP et ProU, un transporteur ABC et un 
transporteur symport à hydrogène (H+) (86, 102) respectivement, ainsi que OsmU, un autre 
transporteur ABC (86). Ils sont tous trois capables de transporter un grand nombre de solutés 
compatibles différents (102). Leur expression est augmentée pendant la dessiccation, comme le 
montre une étude sur la résistance à la dessiccation chez Salmonella spp. (86, 106). De plus, les 
protéines de la membrane externe OmpC et OmpF sont surexprimées, ce qui facilite l’entrée des 
solutés compatibles dans le périplasme, via un système de régulation à deux composants 
EnvZ/OmpR (86, 102, 107). En condition normale, OmpF est prédominante dans la membrane 
externe mais, en cas de stress osmotique, les proportions s’inversent et OmpC devient 
prédominante (86). Des protéines analogues ont été identifiées chez Cronobacter spp. par la 
précédente étude in silico et leur expression a été vérifiée dans plusieurs études montrant une 
surexpression de certaines protéines comme OmpC (104, 108). 

 
Figure 11 : Présentation des transporteurs majeurs de Salmonella spp. impliqués dans la réponse au stress osmotique 
en présence de solutés compatibles dans le milieu extérieur. a : Réponse primaire, entrée de K+. b : Réponse secondaire : 
Entrée de solutés compatibles 

Si ces molécules ne sont pas disponibles dans le milieu extracellulaire, Salmonella spp. est 
capable de synthétiser du tréhalose comme osmoprotectant par une voie alternative au cycle de 
Krebs. L’activation de l’opéron otsBA va permettre la traduction des protéines impliquées dans 
la synthèse du disaccharide, la tréhalose-6-phosphate phosphatase et la tréhalose-6 phosphate 



   Synthèse bibliographique 

26 
 

synthétase (86, 102, 103, 107, 109, 110). La régulation de l’opéron otsBA se fait par 
l’intermédiaire d’un facteur de transcription, le facteur σS (102). De plus, l’étude in silico (104) a 
révélé la présence de gènes analogues à l’opéron otsBA présent chez S. enterica chez 
Cronobacter spp. mais de nombreuses études montrent aussi l’accumulation de tréhalose chez 
cette dernière pendant le séchage, comme montré en Figure 12 lors d’un séchage à 25°C dans 
une enceinte avec une humidité relative de 20,7% (soit une aW dans l’enceinte de 0,207) (20). 

 
Figure 12 : Concentration en tréhalose des cellules de Cronobacter spp. sans traitement ou après séchage à 25°C dans 
une enceinte à 20,7% d'humidité relative (d'après (20) ) 

Une récente étude sur Cronobacter spp. et E. coli sur des souches sauvages (ou « wild type », 
WT) et des souches délétées pour le gène otsA (ΔotsA) s’intéresse à leur survie après un séchage 
de 46 jours dans une atmosphère à une aW de 0,23 (98). Il ressort que la survie d’E. coli est 
différente d’environ 3,5 log entre le WT survivant mieux à la dessiccation et le mutant ΔotsA. 
Cependant, pour Cronobacter spp., cette différence est moins flagrante avec un écart de moins 
de 0,5 log entre le WT et le mutant ΔotsA. Ainsi, le rôle du tréhalose dans la survie de 
Cronobacter spp. à la dessiccation est moins connu. Cette production de tréhalose est reliée à 
une augmentation du taux de protéines impliquées dans le métabolisme des lipides, permettant 
ainsi d’augmenter la production d’énergie cellulaire. 
Cependant, afin de répondre aux stress, les bactéries doivent percevoir les changements 
environnementaux. En ce qui concerne la perception du stress osmotique, c’est le système de 
régulation à deux composants EnvZ/OmpR qui est impliqué, où EnvZ est le senseur et OmpR le 
régulateur de réponse (102, 111–116). EnvZ est une protéine dimérique enchâssée dans la 
membrane interne par deux domaines transmembranaires, elle contient un domaine 
périplasmique et un domaine cytoplasmique dans chaque sous-unité, comme présenté en Figure 
13 (113). 
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Figure 13 : Modèle d'étirement-relaxation pour les domaines cytoplasmiques de EnvZ lors des changements osmotiques, 
repris de (113). En orange : résidus histidine 

Lors des changements d’osmolarité du milieu extérieur (augmentation de la pression 
osmotique), l’eau sort passivement depuis l’intérieur des cellules bactériennes vers le milieu 
exterieur. Le domaine cytoplasmique de la protéine transmembranaire est alors soumis à des 
changements dans les liaisons hydrogènes (ou liaisons H) et prend confitguration repliée 
facilitant l’autophosphorylation des résidus histidines (His) et le phosphotransfert à OmpR sur 
deux résidus asparates (Asp) (113, 116). Une fois phosphorilé, OmpR a plus d’affinité pour les 
séquences des promoteurs des gènes ompF et ompC, codant pour les protéines de la membrane 
externe OmpF et OmpC et l’activation de gènes de réponse (116). Un système analogue existe 
pour l’activation des gènes de l’opéron kdpFABC, c’est le système KdpD/KdpE (102, 117), où 
KdpD est le senseur et KdpE est le régulateur de réponse, permettant ainsi la transcription de 
l’opéron kdpFABC et la production de transporteurs à K+ (117).  
Chez S. Typhimurium, une étude de 2005 a décrit la chronologie de l’activation des gènes lors 
d’un stress osmotique. Il en ressort que la transcription des gènes rpoS, proU et proP, soit 
l’expression du facteur de transcription de réponse générale au stress ainsi que des 
transporteurs pour les solutés compatibles, est induite dans les premiers instants du stress 
(détectés à partir de 3 min de stress). L’activation de l’opéron kdpFABC, pour favoriser l’entrée 
de K+, est plus tardive, suivie de l’activation de l’opéron otsBA et des gènes impliqués dans 
l’importation des solutés compatibles (118). Cette étude est effectuée lors d’un choc osmotique 
dans du NaCl (Chlorure de Sodium) à 0,3 M. Il est donc possible de penser que les ARN transcrits 
soient différents ou exprimés de façons différentes lors d’un séchage. Il ressort tout de même 
que cette réponse est relativement rapide avec l’activation des derniers opérons impliqués après 
10 min de choc osmotique (118). 
Le gène rpoS est un gène codant le facteur de transcription RpoS ou σ38 ou encore σS. Il a été 
rapidement décrit comme intervenant lors de la réponse au stress nutritif puis pour de 
nombreux autres stress. σS va permettre la transcription de nombreux gènes en réponse aux 
stress en se fixant à une séquence de l’ADN reconnue (promoteur). L’ARN polymérase, enzyme 
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responsable de la transcription de l’ADN en ARNm, va se fixer au facteur de transcription σS et 
induire l’initiation de la transcription du gène situé en aval du promoteur (14). En condition de 
croissance idéale, un facteur de transcription est aussi nécessaire pour la transcription des 
gènes. Il s’agit d’un facteur de transcription standard, le facteur σD ou σ70. Ainsi lors d’un stress, 
σS et σD entrent en compétition et augmentent la transcription des gènes appartenant aux 
régulons de RpoS (14, 119). De par son rôle clé lors de la réponse au stress, ropS est soumis à 
une régulation complexe pas encore totalement élucidée, mais la transcription, la stabilité, la 
translocation et la protéolyse permettent de réguler l’expression de ce gène (14, 120–125).  
Lors d’un séchage, l’expression de σE est augmentée sous le contrôle de σS. Etant donné que ce 
facteur de transcription active également la réponse au stress oxydatif, une production de 
transcrits et de protéines impliquées dans la réponse au stress oxydatif prend place pendant un 
stress osmotique (86, 99, 100, 102, 104, 107). Ceci induit une résistance accrue pour la 
deuxième partie du séchage, phase pendant laquelle peu de mécanismes actifs peuvent prendre 
place vue la faible activité de l’eau (102). Dans le régulon de σE, les gènes sont impliqués dans le 
métabolisme énergétique, dans la synthèse des protéines, dans le transport des protéines ainsi 
que dans leur fixation. Une étude montre que le nombre de gènes régulés par σE est d’environ 
150 en fonction du milieu utilisé dont certains sont clés pour la résistance au séchage (126). Par 
exemple, le gène fnr code pour un régulateur transcriptionnel sensible à l’oxygène, le FNR 
(Fumarate and Nitrate Reduction protein). C’est un régulateur de transcription globale qui est 
impliqué dans de nombreux processus cellulaires comme la mobilité ou encore la virulence chez 
Salmonella spp.. FNR perçoit l’oxygène par un passage du cluster dimérique [4Fe-4S] en cluster 
monomérique [2Fe-2S]. La mutation du gène fnr diminue grandement la survie de Salmonella 
spp. pour atteindre un état sec mais aussi sa persistance à sec (102, 107). 
De manière globale, la réponse active de S. enterica et Cronobacter spp. à la dessiccation est un 
phénomène complexe faisant intervenir rapidement de nombreux gènes et de nombreuses 
protéines. Bien que toutes ces réponses cellulaires ne soient pas encore identifiées, il semble 
qu’elles soient différentes en fonction des milieux étudiés. (17, 86). 
Au-delà des mécanismes actifs, des mécanismes passifs se mettent en place aussi bien en début 
de séchage qu’en fin de séchage, lorsqu’une activité de l’eau inférieure au seuil physiologique est 
atteinte. 

2.2.2.2. Mécanismes passifs de la résistance au séchage 

2.2.2.2.1. Mécanismes passifs en lien avec la membrane 

Il est possible de distinguer des mécanismes passifs en lien avec les propriétés intrinsèques de 
ces bactéries, comme la composition de la surface de la cellule, ainsi que sa capacité à sécréter 
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une matrice extracellulaire. Par exemple, les lipopolysaccharides, composant la membrane 
externe des bactéries Gram-négatives, jouent le rôle de « capteur » d’eau créant un 
microréservoir autour de la cellule permettant de ralentir la sortie d’eau offrant alors un temps 
supplémentaire à l’acclimatation de la bactérie (18, 102, 127). C’est également le cas d’autres 
structures comme les fimbriae (molécule d’adhésion aux surfaces et aux cellules), les curlis 
(fimbriae de petite taille) (102, 128) ou encore la production de cellulose, composant la matrice 
extracellulaire des bactéries (128, 129). De même, ces deux bactéries sont capables de 
synthétiser des capsules constituées principalement d’exopolysaccharides et de protéines en 
réseau ralentissant la sortie de l’eau (129–133).  

2.2.2.2.2. Mécanismes en lien avec les macromolécules 

Il est admis que l’activité de l’eau influence l’activité enzymatique (section 1.1). Les 
macromolécules comme les protéines sont également impactées par le séchage. En effet, 
l’activité de ces molécules est souvent liée à des changements conformationnels qui, en absence 
d’eau, ne peuvent se réaliser. En effet, l’absence d’eau va entrainer un repliement des 
macromolécules empêchant ainsi l’accès du site actif aux substrats, mais également à d’autres 
molécules. Dans le cadre du stress oxydatif qui a lieu lors du séchage à l’état solide, il est possible 
d’imaginer que cette conformation protège le site actif des attaques de ROS, comme présenté en 
Figure 14 (134). 

 Figure 14 : Schéma du repliement des macromolécules en fonction de l'activité de l'eau et les conséquences sur les 
stress oxydatifs (134). Le site actif est représenté en rose. 

Dans ce schéma (Figure 14), le repliement des macromolécules (en bleu) est présenté en 
fonction de l’activité de l’eau. Dans un milieu avec une activité de l’eau proche de 1, la molécule 
possède une conformation active et son site actif (en rose) est accessible pour le substrat mais 
aussi pour d’éventuels ROS présents dans le milieu. De manière opposée, à faible activité de 
l’eau, la molécule est repliée et ainsi son site actif est inaccessible. Les macromolécules passent 
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d’une conformation à l’autre en fonction de l’activité de l’eau si les liaisons intramoléculaires 
impliquées dans sa fonctionnalité ne sont pas altérées (134). 
L’ensemble de ces mécanismes actifs et passifs de résistance au séchage et à la réhydratation 
permet de concevoir aisément que S. enterica et Cronobacter spp. se retrouvent dans les PS. 
Cependant, ils ne sont pas complétement suffisants pour prévenir l’inactivation bactérienne 
pendant le séchage. 

2.2.3. Conséquence d’un cycle de séchage/réhydratation sur les cellules 

bactériennes 

Les conséquences d’un cycle de séchage/réhydratation sur les cellules peuvent avoir lieu à 
différents niveaux durant les deux phases d’un cycle. 

2.2.3.1. Conséquence du séchage 

Chez les bactéries, la composition lipidique de la membrane a été relativement bien définie avec 
des lipides polaires présentant différents arrangements de longueur de chaîne, le degré de 
saturation, la conformation d'isomères, la ramification, et une cyclisation. L'état biologiquement 
actif de la membrane est un état dit liquide cristallin ou liquide désordonné (Lα) (Figure 15). 
Ainsi, les facteurs extrinsèques pouvant agir sur la membrane, tels que la température, les 
changements osmotiques, les oxydants ou encore les acides, vont engendrer des changements de 
propriétés des lipides.  

 
Figure 15 : Différentes phases membranaires rencontrées dans les membranes bactériennes (135) 

Le paramètre le plus couramment mesuré des changements de phase de membrane est la 
transition gel-liquide cristallin défini par la température à laquelle le point les phospholipides 
entre en fusion, c’est-à-dire la température à laquelle 50% des chaines acyles sont entrées en 
fusion dans la membrane. Cette température est dite « température de transition cristalline » ou 
« température de transition de phase gel-liquide cristallin » (Tm, melting temperature) 
caractérisant le passage d’un état rigide (phase gel) ou hautement ordonné à un état liquide 
désordonné (Figure 15) (135). De plus, à la vue de la complexité des membranes bactériennes 
mais aussi à la diversité des phospholipides qui la composition, il est possible de rencontrer les 
deux phases au sein d’une même cellule. Ainsi, pour maintenir un état membranaire permettant 
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une activité physiologique, la Tm de l’ensemble des phospholipides aux seins d’une même 
membrane est en générale maintenue à 10-15°C en dessous de la température optimale de 
croissance. Par exemple, la Tm de Salmonella enterica serait donc de 22-27°C et de 24-29°C pour 
Cronobacter spp. (136). 
Dans la membrane plasmique, la déshydratation augmente les interactions de van der Waal’s 
entre les têtes hydrophiles des phospholipides. Cette augmentation va promouvoir le passage 
d’un état liquide-cristallin à l’état gel, c’est-à-dire la transition de phase de la membrane (136, 
137). Dans le cas de déshydratations sévères, cette transition peut conduire à une modification 
de la perméabilité membranaire (138, 139), voire mener à une perte d’intégrité membranaire, 
ce qui pourrait être une des causes de l’inactivation bactérienne pendant un séchage drastique.  
Par ailleurs, le séchage engendre une sortie d’eau de la cellule, ce qui provoque une perte de 
volume de la cellule. Ce phénomène a été notamment observé chez S. cerevisiae suite à différents 
stress osmotiques, avec des intensités différentes. Il ressort que le volume cellulaire diminue, au 
maximum, d’environ 50% par rapport au volume initial (140). Ce phénomène est bien étudié 
chez la levure et le plus petit volume atteint est représentatif des stress hyperosmotiques de 
fortes amplitudes. Lors des variations volumiques engendrées par la déshydratation, il y a donc 
une augmentation du rapport surface/volume de la levure et un excès de surface membranaire 
apparaît, formant ainsi des replis voire des vésicules au niveau de la membrane (140, 141). 
Cependant, peu d’études sont focalisées sur ce phénomène chez les bactéries, notamment des 
études chez E. coli lors d’une déshydratation au glycérol (142) ou encore dans des milieux avec 
du sucre ou du sel (139, 143, 144), comme présenté en Figure 16. 

 Figure 16 : Micrographe obtenu en microscopie électronique à transmission de E. coli K12 stressée osmotiquement à 
une activité de l’eau d’environ 0,750 (142) 

Cette image a été prise après une déshydratation dans une solution eau-glycérol à une activité de 
l’eau d’environ 0,750. Les bacilles n’ont pas une forme régulière et sont légèrement écrasés sur 
eux-mêmes et au niveau de la membrane interne, des invaginations sont notables, visibles grâce 
aux zones blanches dans le cytoplasme en gris foncé (Figure 16) (142). La membrane externe ne 
présente pas d’invagination ou vésiculation, bien que le volume cellulaire soit diminué. Il est 
possible de penser que cette vésiculation ait eu lieu vers le milieu extérieur et donc n’apparaisse 
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pas sur ce cliché, ceci ayant déjà été observé pendant un stress (145). Une diminution du volume 
cellulaire a été également montrée sur E. coli dans le cas d’un stress salin, qui abaisse également 
l’activité de l’eau (139). 
La structure d'une protéine est maintenue par des interactions de différentes natures : les 
liaisons hydrogènes, les interactions hydrophobes et les forces de van der Waal’s. Ainsi, la perte 
de l’eau provoquée par le séchage va altérer ces interactions et aboutir à une perte de 
fonctionnalité. Cette dénaturation est souvent réversible mais peut être irréversible. De plus, 
une agrégation protéique peut être remarquée dans certains cas de déshydratation causée par 
les liaisons hydrogènes ce qui conduit à des interactions protéine-protéine.  

2.2.3.2. Conséquence de la réhydratation 

Peu d’études se focalisent sur l’importance de la réhydratation des pathogènes alimentaires 
inclus dans des milieux secs alors que cette étape est indissociable du séchage. 
Néanmoins, quelques études s’intéressent sur la réhydratation de certains microorganismes 
dans des milieux à faible activité de l’eau. Par exemple, dans le cas de stress osmotique chez 
Saccharomyces cerevisiae, une étude sur la perméabilité membranaire a été effectuée par 
cytométrie en flux après différents stress osmotiques pour atteindre une aW de 0,350 avec 
différentes réhydratations pour augmenter l’activité de l’eau jusqu’à 0,595, 0,678, 0,769, 0,817, 
0,865, 0,912, 0,948 et 0,990. Il ressort de cette étude que plus la différence entre la pression 
osmotique du stress et la pression osmotique atteinte une fois réhydratée est grande, plus la 
perméabilisation cellulaire est importante. Comme la perméabilité membranaire est en lien avec 
la mort cellulaire, la réhydratation peut aussi être une cause importante de mort cellulaire 
(146). Une récente étude s’intéresse également à la réhydratation de Listeria monocytogenes 
sur des surfaces en fonction de l’humidité relative de l’atmosphère à laquelle elles ont été 
préalablement séchées. Deux cinétiques de réhydratation ont été testées : une réhydratation 
lente et une réhydratation instantanée. Il ressort globalement une augmentation de la perte de 
cultivabilité d’un facteur 100 était obtenue avec une réhydratation instantanée par rapport à 
une réhydratation lente (147). Cependant, ces études se basent soit sur des levures soit sur des 
bactéries à Gram-positifs (101, 146–150). Il est donc concevable qu’une différence puisse être 
observée entre ces microorganismes et S. enterica ou Cronobacter spp.. Finalement, une étude 
sur E. coli, genre phylogénétiquement proche de S. enterica et Cronobacter spp., montre une 
diminution de la survie lors de cinétiques de réhydratation rapides. Dans cette étude, les auteurs 
proposent le rôle de la vésiculation qui a lieu lors du séchage comme une cause de diminution de 
la surface disponible lors de la rentrée d’eau dans la cellule au cours de la réhydratation. En 
effet, lors de la réhydratation, une entrée d’eau brusque dans la cellule augmente le volume 
cellulaire plus ou moins rapidement en fonction de la vitesse de réhydratation. Ainsi, plus la 
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réhydratation est lente plus la rentrée d’eau est longue, ce qui laisse le temps à la cellule de se 
réorganiser en retrouvant une surface cellulaire adaptée et/ou en relarguant dans le milieu des 
ions/solutés internalisé lors de la déshydratation (142). Cependant, peu d’études sont axées sur 
la réhydratation des pathogènes secs dans les PS.  
De plus, au cours de la réhydratation, les phospholipides subissent également une transition de 
phase dans le sens inverse de celle provoquée par la déshydratation. Cette transition pourrait 
expliquer la fuite de solutés de la cellule aboutissant à une inactivation bactérienne. 
Par ailleurs, il a été vu que cette réponse adaptative lors d’un stress osmotique permet aussi 
l’activation de la réponse au stress oxydatif, ce phénomène de réponse intégré aux stress permet 
une réponse bactérienne à large spectre alors que la bactérie ne subit qu’un seul stress. 

2.3. La réponse intégrée aux stress 

La survie à un stress dépend de l’histoire de la bactérie. En effet, lors d’un traitement thermique 
sur un produit sec, elles ont déjà rencontré un stress préalable qui est le séchage. Il a 
précédemment été montré que les bactéries s’étaient adaptées à ce milieu à faible activité de 
l’eau mais lors de cette acclimatation, un phénomène de cross-protection ou de réponse intégrée 
s’opère également. Plus exactement, ceci signifie qu’en réponse à une perturbation 
environnementale, des réponses à large spectre vont se mettre en place.  
La réponse intégrée aux stress peut prendre plusieurs formes et impliquer plusieurs acteurs 
(151, 152), présentée en Figure 17 :  

 
Figure 17 : Phénomènes de cross-protection connus chez Salmonella spp.. En (a) : Activation d’un gène par deux 
promoteurs différents, en (b) : Versatilité du senseur, en (c) : Activation d’antagoniste de répresseur, en (d) : Activation 
en cascade. En orange et en rouge : deux stress différents, en vert et rose : facteur de transcription activé par un 
senseurr, en bleu turquoise : l’ARN polymérase. D’après (151). 
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a. Activation d’un gène par différents promoteurs (Figure 17 (a)) 
Par exemple, le gène rpoH codant pour le facteur de transcription σH, qui permet l’activation des 
gènes de réponse au stress thermique, possède quatre promoteurs différents. Trois d’entre eux 
sont reconnus par σD et un par σE. Ainsi le gène rpoH est activé par deux types de facteurs de 
transcription soit deux promoteurs (Figure 17 (a)). 

b. Versatilité de la molécule senseur, qui perçoit les perturbations environnementales 
(Figure 17 (b)) 

C’est le cas du facteur de transcription FNR qui active différents groupes de gènes en fonction de 
l’environnement. En effet, les gènes activés seront différents en fonction des conditions 
anaérobie et aérobie mais ils seraient aussi capables de percevoir les changements en nitrate du 
milieu (Figure 17 (b)). 

c. Antagonisme aux répresseurs de gènes : le senseur va activer un anti-répresseur et 
également une protéine de liaison à l’ADN, qui vont permettre l’activation du gène de 
réponse au stress (Figure 17 (c)) 

Peu de schémas de cette forme sont connus à l’heure actuelle lors du séchage. 
d. Activation en cascade : un activateur transcriptionnel va être activé soit directement 

par un signal de l’environnement soit par une autre molécule elle-même produite en 
réponse à un stress (Figure 17 (d)) 

Finalement, l’activation en cascade a également lieu pendant le séchage. Par exemple, en réponse 
au stress oxydatif, σE va activer σH qui lui-même va activer de nombreux gènes de réponse au 
stress thermique (151, 153, 154). En effet, σE est surexprimé pendant un séchage ou une 
dessiccation. Par conséquent, cela entraine la surexpression de σH et l’activation de nombreux 
gènes impliqués dans la réponse thermique. La réponse au stress thermique par σH active 
notamment la transcription de plus de 30 Heat Shock Proteins (HSP, protéines de choc 
thermique). Elles sont généralement regroupées sous sept classes présentées dans le Tableau 8 
(102, 151). 
Tableau 8 : Les sept classes de HSP 

Famille Note 
Chaperonne Classe prédominante en terme d’expression 

Protéase Permet d’éliminer les protéines dénaturées et les agrégats 
Réparation de l’ADN ou ARN Protéines modifiants l’ADN et les ARN permettant de réduire les 

dommages de l’ADN (méthylation…) 
Enzyme impliquée dans le métabolisme Très espèce-dépendant, notamment un changement dans les 

voies métaboliques 
Protéine régulatrice Facteur de transcription, protéine de réponse au stress 

Protéines de la structure cellulaire Protéines impliquées dans la structure du flagelle 
Protéines de transport, de détoxification et de modulation de la 

membrane Permet de maintenir la stabilité membranaire et sa fonction 
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Les HSP vont ainsi prévenir la dénaturation des protéines pendant le séchage, mais également 
pendant le stress thermique sous-jacent. Ainsi, elles maintiennent les structures des protéines 
du cytosol et de la membrane, les protégeant de la dénaturation protéique, mais également de 
l’agrégation. Parmi les protéines chaperonnes, nous pouvons citer DnaK qui est l’une des plus 
étudiée chez Salmonella spp., également présente chez Cronobacter spp., qui se lie aux protéines 
dénaturées, en complexe avec DnaJ.  
Globalement, la réponse au stress chez les bactéries n’est jamais spécifique à un seul stress et va 
donc engendrer une réponse générale au stress lors du séchage. Ainsi, à l’état sec, les bactéries 
posséderont un pool enzymatique de réponse au stress thermique et notamment des 
chaperonnes protégeant les structures telles que les protéines du cytosol et de la membrane. Ce 
pool va donc accroître leur résistance thermique et par conséquence leur inactivation sera plus 
compliquée à mettre en œuvre. De plus, il a été montré que d’autres facteurs, non développés ici, 
interviennent sur la résistance au stress des microorganismes comme la phase de croissance 
(155), la température de croissance (103, 156–158), la composition du milieu (27, 157, 159), le 
pH (160), la souche (161), etc…  
Ces deux bactéries, Salmonella spp. et Cronobacter spp., sont dites pathogènes. Un pathogène est 
un organisme capable de causer des dommages cellulaires en infectant certains tissus, causant 
l’apparition de signes cliniques pouvant conduire à de la morbidité et de la mortalité. En 
particulier, elles ont la capacité de se développer au sein de l’hôte et sont donc entéroinvasives. 
Pour ce faire, elles possèdent des voies d’activation pour exprimer leur virulence. Ainsi, au vu de 
la réponse intégrée aux stress, il est possible d’envisager que cette réponse intégrée interfère 
avec d’autres voies métaboliques comme les mécanismes de virulence. 

2.4. Salmonella enterica et Cronobacter spp., deux bactéries 

entéroinvasives 

2.4.1. La virulence chez Salmonella spp. 

La virulence et les mécanismes impliqués dans la virulence de Salmonella spp. ont été largement 
étudiés depuis sa découverte. Nous allons détailler uniquement le cas des gastroentérites et non 
celui de la fièvre typhoïde (sérotypes Typhi et Paratyphi), maladie qui n’est pas liée à la 
consommation de PS. 

2.4.1.1. Schéma général du cycle de virulence chez Salmonella spp. 

Après son ingestion, S. enterica passe le long du tube digestif avec le bol alimentaire, jusqu’au 
gros intestin (Figure 18 (1)). Ces bactéries ont la possibilité de se déplacer grâce à leurs flagelles, 
constitué de flagelline, protéine qui est différente entre chaque sérotype de Salmonella spp.. Le 
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flagelle confère la capacité de se déplacer aux bactéries en faisant intervenir des informations 
chimiques reçues au niveau de récepteurs membranaires et influençant la rotation du moteur du 
flagelle. Ceci permet à la bactérie d’orienter son déplacement. Les récepteurs membranaires font 
partie d’un système de chimiotactisme (162–165).  
Salmonella spp. se retrouve en compétition avec le microbiote de son hôte et peut, dans 
certaines zones, devenir majoritaire. Elle a un tropisme (réaction d'orientation avec 
déplacement provoquée et dirigée par un stimulus externe de nature physique ou chimique) 
particulier pour les tissus lymphoïdes intestinaux et passe à travers les cellules M (Figure 18 
(4)) présentes dans l’épithélium associé aux follicules recouvrant les plaques de Peyer. Chez un 
individu sain, ces cellules ingèrent les cellules du microbiote pour maintenir l’homéostasie du 
tube digestif, ce qui profite à S. enterica pour faciliter son passage de la paroi intestinale. 
Indépendamment des cellules M ou dendritiques, S. enterica est capable de coloniser 
l’épithélium apical, composé de cellules épithéliales, dans le gros intestin.  

 
Figure 18 : Invasion de Salmonella enterica dans un hôte humain. (1) : S. enterica est ingérée et va être transportée par 
le bol alimentaire jusqu’au gros intestin où elle va adhérer à la paroi intestinale et envahir son hôte. (2) : Observation en 
microscopie à balayage d’une S. Enteritidis ayant adhéré à une cellule épithéliale et commençant l’induction de 
« membrane ruffling » ou boursoufflure membranaire. (3) : Membrane ruffling englobant S. Enteritidis. (4) : Une fois 
arrivée dans la lumière du gros intestin, Salmonella s’internalise dans les cellules de la paroi intestinale.  
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Une fois à proximité des cellules de l’hôte, les Salmonella spp. doivent pouvoir adhérer à la 
cellule. Ceci se fait par l’intermédiaire de protéines de surfaces spécifiques, les adhésines. Il en 
existe deux grandes familles : fimbriae et non-fimbriae (166–172). Ce sont des appendices 
protéiques de surfaces présents en plusieurs copies par cellule. Une étude sur le séquençage du 
génome de S. Typhimurium LT2 a montré qu’il existait 13 loci potentiels pour les fimbriae (172–
174). Van der Velden et al. (175) ont étudié l’importance de cette diversité de fimbriae au sein 
de S. Typhimurium pour sa virulence complète chez la souris. Par contre, in vitro, Salmonella 
spp. exprime seulement deux opérons, celui du fimbriae de type I et celui des curli (173). Les 
fimbriae permettraient également une agrégation des bactéries lors du passage du tube digestif 
protégeant les bactéries des conditions environnementales rencontrées dans le tractus. Les 
adhésines non-fimbirae représentent un groupe plus hétérogène. Il est possible d’y retrouver 
des adhésines monomériques comme oligomériques pouvant être sécrétées par le système de 
sécrétion de type I (T1SS) ou autotransportées (167, 170, 171, 174, 176, 177). Elles se lient à la 
fibronectine de la matrice extracellulaire des mammifères (167, 170, 178–180).  
Une fois la bactérie adhérée à la cellule hôte, des molécules effectrices sont injectées dans la 
cellule hôte par des systèmes de sécrétion de type III (T3SS) aussi appelés seringues 
moléculaires (Figure 19). 

  
Figure 19 : Sécrétion d'une protéine dans la cellule hôte par le T3SS, d’après (181) 

Ces systèmes sont responsables d’une sécrétion contact-dépendante de molécules impliquées 
dans la virulence à l’intérieur de la cellule hôte. Ils sont composés de quatre parties : l’aiguille, 
l’anneau externe, le cou et l’anneau interne, toutes constituées de diverses protéines. Par 
conséquence, les systèmes de sécrétion de type III constituent un tunnel pour le passage des 
molécules effectrices de la bactérie à la cellule hôte (171, 173, 178, 182–186). Les premières 
molécules qui sont sécrétées sont des molécules d’un complexe translocase (Figure 19) qui vont 
s’insérer dans la membrane de la cellule pour permettre le transfert des molécules suivantes 
dans la cellule (181, 186). Le T3SS de type 1 secrète les molécules clés pour l’internalisation 
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tandis que les molécules nécessaires pour la survie et la multiplication dans la cellule hôte sont 
secrétées par le T3SS de type 2, codé par le SPI-2. 
La phagocytose induite, permettant à Salmonella spp. de s’internaliser dans des cellules hôtes 
non-phagocytaires comme les cellules épithéliales (Figure 18 (4)) fait appel à un mécanisme 
appelé « trigger mechanism » ou mécanisme de déclenchement. La mise en place de « membrane 
ruffling » (Figure 18 (2) et (3)), ou replis membranaires, est un mécanisme bien orchestré 
faisant intervenir deux évènements majeurs : l’activation d’une GTPase et la polymérisation de 
l’actine (Figure 18 (4)). Pendant cette étape, l’actine globulaire G est polymérisée pour ordonner 
l’actine F nécessaire pour l’internalisation de la bactérie (Figure 18 (4)). Ces mêmes effecteurs 
vont engendrer également la phosphorylation d’un récepteur d’un facteur de croissance épidural 
qui active une cascade de phosphorylation-déphosphorylation. Ceci va avoir pour conséquence 
l’augmentation de la perméabilité membranaire, ce qui résulte en l’accumulation de fluide et à 
l’apparition de la diarrhée. Ensemble, ces mécanismes vont permettre d’englober la bactérie et 
l’internaliser dans une vacuole, la SCV (Salmonella Containing Vacuole).  
Une fois dans la SCV, il est important pour la survie de la bactérie de sécréter des effecteurs qui 
modifient les fonctions de la cellule hôte, comme la modification de la composition membranaire 
de la SCV (186, 187). De plus, des effecteurs impliqués dans l’étape d’internalisation jouent 
également un rôle dans le maintien de la SCV. Ils interférent avec les voies métaboliques en lien 
avec l’apoptose, pour en inhiber son issue, et permettre une maturation de la SCV ainsi que la 
multiplication des bactéries (186–193). Ainsi, elles se multiplient dans les cellules induisant une 
inflammation caractérisée par l’infiltration de neutrophiles ainsi que la présence de nécrose, 
d’œdème et la sécrétion de fluide (173, 182). 
Une fois les Salmonella spp. dans la lamina propria, tissu conjonctif situé directement en dessous 
de l’épithélium intestinal, elles sont prises en charge par les macrophages ou les cellules 
dendritiques (Figure 18 (4)) (173, 182, 191, 194). Ceci permet leur dissémination dans 
l’organisme de l’hôte. Elles expriment plus de 40 protéines pour aider à leur survie dans le 
macrophage. Le macrophage contrôle la croissance intracellulaire des Salmonella spp. par 
l‘oxyde nitrique synthase (iNOS) et la NADPH-oxydase dépendante de l’activité respiratoire. 
Cependant, Salmonella spp. produit des catalases, inactivant le H2O2 contenu dans le lysosome, 
mais aussi des superoxides dismutases (SOD), inactivant les espèces réactives de l’oxygène 
(ROS) et permettant ainsi de lutter contre le stress oxydatif provoqué par le macrophage. 
D’autres mécanismes se mettent également en place pour inhiber la fusion de la vacuole avec le 
lysosome du macrophage.  
Avant de causer une infection, Salmonella spp. doit être capable de survivre à de nombreuses 
perturbations environnementales, comme l’acidité de l’estomac, les sels biliaires, les faibles 
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concentrations en oxygène, la pauvreté en nutriments, la présence de peptides antimicrobiens, le 
mucus et finalement les communautés microbiennes présentes dans le microbiote. Une fois dans 
le macrophage, la présence d’enzymes lysosomiques, la présence d’H2O2, la présence de radicaux 
libres ou encore les défensines induisent des stress supplémentaires. Par conséquent, un grand 
nombre de gènes est nécessaire à l’établissement d’une infection chez un individu hôte, y 
compris ceux impliqués dans la réponse aux stress (182).  

2.4.1.2. Régulation de la virulence chez Salmonella spp. et son lien avec les 

perturbations environnementales 

Chez la plupart des pathogènes, la virulence peut être attribuée à une partie unique du génome. 
Chez Salmonella spp., pathogène intracellulaire facultatif, le style de vie intracellulaire requiert 
un grand nombre de gènes distribués dans le chromosome (173, 182, 183, 195, 196).  
En effet, l’évolution de Salmonella spp. est marquée par l’acquisition de nombreux « ilots de 
pathogénie » (93, 173, 195–199) par transfert horizontal de gènes notés SPI pour « Salmonella 
Pathogenicity Island », dont chacun contribue aux propriétés uniques de cette virulence (178, 
195, 198). Ils peuvent être conservés à travers le genre Salmonella spp. ou alors spécifiques à 
certains sérotypes. Au total, 12 SPI sont connus (171, 178, 182, 183, 196, 200, 201), dont les plus 
étudiés sont SPI-1 et SPI-2 qui comportent des gènes impliqués dans l’internalisation et la 
multiplication à l’intérieur de l’hôte. Les autres SPI sont en lien avec l’infection systémique, la 
survie intracellulaire, l’expression des fimbriae (protéine de surface impliquée dans l’adhésion à 
la cellule hôte), la résistance aux antibiotiques, la production d’entérotoxines et la capture 
d’ions.  
In vitro, les gènes contenus dans les SPI sont exprimés de façon maximale à 37°C, à pH neutre, à 
forte osmolarité et à partir de la fin de la phase exponentielle de croissance de Salmonella spp.. 
Ils sont régulés principalement par HilA (Hyper-Invasive Locus) sur SPI-1 qui code pour de 
nombreux gènes impliqués dans l’invasion de la cellule hôte et notamment les protéines 
constituant le T3SS (173, 181, 184, 185, 195, 202, 203). HilA est le régulateur principal des 
gènes de virulence. Des études sur des ΔhilA ont montrées que le phénotype induit par cette 
suppression était équivalent à une délétion complète de SPI-1. HilA active, entre autres, les 
opérons en lien avec le T3SS-1 en se liant directement au promoteur des gènes. De plus, il active 
également des opérons se trouvant sur les ilots SPI-4 et SPI-5 en présence d’autres produits du 
SPI-1. Dans certaines conditions, il réprime l’expression des gènes contenus dans SPI-2. 
L’expression de HilA en elle-même est contrôlée par d’autres activateurs qui sont HilC et HilD, 
codés par SPI-1, et RtsA codé par un ilot indépendant. HilE est quant à lui un répresseur de HilA. 
(173, 197, 204, 205).  
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La régulation de SPI-1 dépend fortement des conditions environnementales. Cet îlot est 
majoritairement exprimé dans des conditions semblables à celles rencontrées dans le tractus de 
l’hôte, à savoir les faibles teneurs en oxygène et une forte osmolarité. Il en est de même pour les 
autres SPI, comme le SPI-2 qui s’active pour de faibles osmolarités, de faibles concentrations en 
calcium et lors de l’acidification de l’environnement. Le SPI-2 encode 32 gènes dont la majorité 
est exprimée pendant la croissance dans la cellule hôte. Il code pour un système d’excrétion de 
type III, distinctement différent de celui codé par le SPI-1. Ces gènes vont notamment inhiber la 
fusion de la vacuole contenant Salmonella spp. et le lysosome tout en étant essentiels pour 
l’invasion systémique. Ainsi, il est possible de constater que l’activation de ces gènes dépend de 
la perception des changements environnementaux. 
En effet, l’ensemble des régulateurs de la virulence est sous l’influence de systèmes à deux 
composants qui permettent de percevoir et de répondre à un changement environnemental, 
comme vu précédemment (Figure 20) (173, 205, 206).   

 
Figure 20 : Exemple de la complexité de la régulation de SPI-1 et l'impact de la perception de l'environnement sur cette 
régulation (173, 205) 

Parmi eux, il est possible de retrouver le système EnvZ/OmpR, présenté en section 2.2.2., 
impliqué dans la réponse aux perturbations osmotiques (Figure 20). OmpR jouerait un rôle sur 
l’expression de hilC et régulerait HilD de façon post-transcriptionnelle, eux-mêmes jouant un 
rôle sur HilA et donc sur l’expression de l’ensemble des gènes impliqués dans la virulence. OmpR 
activerait également les gènes qui se trouvent sur le SPI-2 (173, 197, 205, 207). Comme présenté 
sur la Figure 20, d’autres systèmes à deux composants sont capables d’influencer des 
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régulateurs de la virulence, comme PhoR/PhoB (perception des faibles concentrations en 
phosphate inorganique), PhoQ/PhoP (perception des faibles concentrations en cations), 
BarA/SirA (perception des concentrations en carbohydrates) ou encore Qsec/QseB (perception 
des informations du quorum sensing). D’autres régulateurs sont également connus, comme les 
protéines associées aux nucléotides (NAP, nucleotid-associated proteins) qui sont très diverses 
et agissent en se liant à l’ADN en modifiant sa topologie. Par conséquent, l’accessibilité des 
promoteurs de certains gènes est modifié ce qui permet de réguler leur expression de façon 
positive ou négative (173, 205). Parmi eux, il est possible de retrouver le régulateur H-NS connu 
pour son implication dans la réponse au stress thermique et oxydatif. Il a été montré, dans le cas 
de la virulence, que le régulateur H-NS réprimait l’expression de HilA, HilD, HilC et de RtsA dans 
des conditions de non-induction. Par exemple, en absence de H-NS, une expression de HilA est 
observée. La répression par H-NS est très courante pour les gènes de virulence. Un exemple 
d’activation par H-NS concerne l’activation du gène codant pour le régulateur des gènes 
flagellaires (173, 205).  
D’autres régulateurs contrôlent les processus de virulence comme Lon et DnaK qui sont des 
protéines HSP produites lors d’un stress thermique ou d’un séchage (voir section 2, 2.2, 2.2.2.) et 
qui influenceraient l’expression de SPI-1 ainsi que les gènes du flagelle (173). La protéine Fur, 
impliquée dans la réponse au stress oxydatif, réprimerait aussi H-NS, permettant ainsi 
l’activation de HilD (173, 197). 
Pour finir, il a été montré que plusieurs facteurs sigma sont en lien avec la virulence, notamment 
σS et σE qui sont impliqués dans la réponse générale aux stress et à l’oxydation (102, 197, 206, 
208). 
De plus, l’ensemble des SPI s’articulent tous dans un phénomène de couplage réciproque dans le 
but d’orchestrer au mieux les mécanismes de virulence (173). Au regard de cette régulation de 
la virulence, il est évident qu’elle est influencée par les conditions environnementales. Par 
conséquent, il est possible que la virulence soit modifiée par les procédés industriels comme le 
séchage ou le traitement thermique (207). 

2.4.2. La virulence chez Cronobacter spp. 

A l’heure actuelle, la virulence de Cronobacter spp. n’est pas très bien connue. Une étude 
effectuée sur plusieurs souches de C. sakazakii, C. muytjensii et C. malonaticus montre qu’elles 
peuvent envahir différentes lignées de cellules humaines couramment utilisées dans les tests 
d’invasion (209). Il ressort également de cette étude que le pouvoir d’invasion est souche-
dépendant. Il est remarquable qu’elles passent les couches de cellules Caco-2 et HBMEC (Human 
Brain Microvascular Endothelial Cells), deux lignées cellulaires qui miment l’épithélium 
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intestinal et la barrière sang-cerveau. Ainsi, Cronobacter spp. est un genre de bactérie capable de 
transloquer à travers les épithéliums, comme Salmonella spp. (209). De plus, les cellules 
auxquelles Cronobacter spp. avait adhérées présentaient une condensation de l’actine sous la 
zone d’adhésion, montrant ainsi la capacité de cette bactérie à réarranger le cytosquelette de la 
cellule hôte (210). Il semble aussi que Cronobacter spp. puisse se multiplier dans le macrophage 
(211, 212), cependant, bien que les mécanismes de sa virulence ne soient toujours pas élucidés, 
quelques facteurs de virulence sont déjà été élucidés.  
Les protéines de la membrane externe OMP (Outer Membranes Proteins) sont particulièrement 
intéressantes de par leur exposition sur la membrane externe mais aussi pour leur possible 
implication dans le transport de facteur de virulence, comme démontré chez E. coli (171). En 
effet, de nombreuses études montrent l’importance de OmpA lors de l’invasion de plusieurs 
types de cellules animales. Cette protéine permet, en effet, la création de microtubules entre la 
cellule hôte et la bactérie. Par exemple, dans la même étude testant les capacités d’invasion de 
différentes souches de Cronobacter spp., il est montré qu’il existe une forte hétérogénéité dans 
les séquences de ompA, ce qui pourrait être en lien avec l’invasion de cette bactérie (209, 213). 
En effet, une souche de C. sakazakii ΔompA est montrée comme ayant une virulence atténuée. 
Plus exactement, la protéine OmpA permettrait l’adhésion à la cellule hôte par l’intermédiaire de 
la fibronectine (210, 214). De plus, OmpX, une autre protéine de la famille des OMP, est aussi 
impliquée dans l’adhésion aux cellules épithéliales. En effet, Kim et al. en 2010 montrent que 
l’invasion des cellules de lignée Caco-2 et INT407 est grandement affectée en l’absence des gènes 
ompA et/ou ompX (Figure 21). 

 
Figure 21 : Pourcentage d'invasion relative de C. sakazakii dans des lignées de cellules humaines Caco-2 et INT407 en 
fonction de la délétion du gène ompA et ompX codant pour des protéines membranaires (213) 

La virulence de C. sakazakii est diminuée en l’absence de OmpA et OmpX, ce qui montre 
l’importance de ces protéines pour l’adhésion à la cellule cible. De plus, dans la même étude, il 
est conclu que ces deux protéines sont essentielles pour l’invasion apicale et basolatérale des 
cellules (191). Une étude de 2010 présente les différences génétiques entre des souches 
associées à des infections néonatales et des souches d’autres origines. Les souches associées à 
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Parmi les pathogènes retrouvés dans les produits secs, Salmonella spp. et 
Cronobacter spp. sont deux bactéries à Gram négatif présentant un réel danger pour 
les consommateurs, en particulier les nourrissons. En effet, elles peuvent causer des 
gastroentérites nécrosantes voire des méningites néonatales à issue fatale. De plus, 
elles possèdent des mécanismes complexes d’acclimatation au séchage, ce qui 
contribue à leur forte résistance et persistance à l’état sec. Elles possèdent toutes les 
deux des mécanismes de virulence complexes qui ne sont pas complètement élucidés, 
mais un lien existe entre la perception des perturbations environnementales et les 
mécanismes de virulence. Le passage à l’état sec pourrait impacter la virulence de ce 
deux bactéries. Il est donc facile de concevoir, dans un premier temps, la nécessité de 
leur élimination dans les produits secs mais aussi, dans un deuxième temps, la 
difficulté de cette élimination. C’est pourquoi l’étude des conséquences des procédés 
de décontamination de ces deux bactéries est un point clé de leur optimisation. 
Notamment, ceci permettrait d’assurer la sécurité microbiologique des produits tout 
en conservant au maximum les propriétés organoleptiques des produits en 
respectant les attentes du consommateur. 

des infections néonatales présentent des particularités vis-à-vis des réponses aux stress et 
disposent d’une adhésine putative (protéine de surface responsable de l’adhésion aux surfaces 
dont celle de la cellule hôte), présentant des similarités avec les adhésines d’autres bactéries à 
Gram négatif (212). 
Les mécanismes de régulation de la virulence chez Cronobacter spp. ne sont toujours pas 
élucidés. Le système à deux composants EnvZ/OmR est présent chez Cronobacter spp. et joue un 
rôle dans la réponse au stress osmotique. L’étude de Ye et al. de 2015 montre que EnvZ est 
exprimée plus fortement dans une souche virulente que dans une souche atténuée (215). Il est 
donc possible que ce système intervienne également dans la régulation de la virulence chez 
Cronobacter spp.. Ainsi, cela laisse penser que, comme pour Salmonella spp., la virulence de 
Cronobacter spp. est en partie sous le contrôle de la perception environnementale et en lien avec 
la réponse aux stress. Du et al. (2015) montrent également qu’une surexpression des protéines 
chaperonnes est aussi détectée (216). Celles-ci seraient utiles dans le maintien des structures 
protéiques et joueraient un rôle dans l’adhésion cellulaire. C’est le cas de GroEL qui est une 
chaperonne de surface dont le rôle commence à être appréhendé chez d’autres genres 
bactériens.  
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3. La décontamination des produits alimentaires secs : un procédé 

complexe 

Comme vu précédemment, Salmonella spp. et Cronobacter spp. sont deux bactéries clés des 
produits alimentaires secs et notamment des produits infantiles. Selon le Codex Alimentarius, 
Salmonella spp. doit être « absente » des produits alimentaires, ce qui se vérifie par une 
énumération après enrichissement de 10 échantillons de 25 g et dans 60 échantillons de 25 g 
pour les produits infantiles. Pour Cronobacter spp., la législation est moins stricte et il n’est pas 
spécifiquement recherché dans les produits alimentaires excepté pour les produits infantiles 
ainsi que dans le cadre spécifique de l’alimentation des patients immunodéprimés où il doit être 
absent dans 30 échantillons de 10g. Pour assurer l’innocuité des produits alimentaires, plusieurs 
méthodes d’inactivation peuvent être appliquées. 

3.1. Méthodes thermiques de décontamination 

3.1.1. Problèmes fondamentaux de la décontamination thermique des 

produits secs  

Dans le but de développer des méthodes thermiques adéquates, plusieurs informations sont 
nécessaires. En effet, il faut bien connaitre la thermorésistance des pathogènes cibles et 
également certains paramètres clés du produit à traiter comme l’activité et la mobilité de l’eau 
ou encore la nature et la composition du PS traité tout en préservant des propriétés 
organoleptiques et nutritionnelles définies comme la couleur, les vitamines ou encore les 
arômes.  

3.1.1.1. Principe du traitement thermique 

Le principe de décontamination thermique des produits consiste à modifier la température de 
l’environnement des bactéries pour les placer dans des gammes de températures supérieures à 
celles de leur condition physiologique. La température se propage du corps le plus chaud au 
corps le plus froid jusqu’à l’équilibre des températures. Les transferts thermiques s’effectuent 
selon trois modes : la conduction, la convection et le rayonnement. Dans le cadre des PS, le 
transfert de chaleur s’effectue généralement par conduction (diffusion de la chaleur au cœur des 
particules) et convection (brassage de la poudre dans un air chaud). 
L’application de cette température peut se faire à différentes cinétiques et il en est de même 
pour le retour à la température initiale. Il est alors possible de parler de choc ou de rampe 
(Figure 22). 
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Figure 22 : Concept de choc et de rampe lors d'un traitement thermique 

Le choc thermique est une variation brutale de la température tandis que la rampe thermique 
correspond à une variation lente de la température (Figure 2). Il a été montré, notamment dans 
les milieux liquides, que l’inactivation bactérienne était plus importante dans le cas d’un choc 
thermique que dans le cas d’une rampe. 
Cependant, la cinétique en choc est difficilement applicable aux PS (solides ou poudres) ceci 
étant dû aux propriétés physiques de ce type de produits. 

3.1.1.2. Propriétés physiques et chimiques des produits secs et leur 

contamination 

Les produits alimentaires déshydratés peuvent se retrouver sous formes particulaires, comme 
par exemple la farine, les épices, les grains ou encore le lait en poudre. Ces particules ont 
souvent une forme irrégulière, souvent modélisées sous forme de sphères équivalentes pour les 
caractériser de façon simple (Figure 23). 

 
Figure 23 : Impact de la taille des particules et du type de contamination sur l'efficacité d'un traitement thermique de 
même intensité. En 1, la contamination de surface et en 2: la contamination en masse.  
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La contamination de ces produits peut être soit en masse (à l’intérieur des particules) soit en 
surface (en périphérie des particules). Par conséquence, lors d’une contamination en surface, les 
pathogènes vont se retrouver directement en contact avec la source de chaleur servant à 
l’inactivation bactérienne alors que, lors d’une contamination en masse, les pathogènes sont 
« protégés » de la source de chaleur et un certain temps est nécessaire pour que les particules 
chauffent à cœur et pour que le traitement soit efficace (Figure 23). Il apparait donc clairement 
que la distribution en taille des particules, ou granulométrie, dépend du type de PS étudié et la 
résistance thermique peut être différente selon les variations de structure du produit en 
question. Un temps plus grand et donc une quantité d’énergie supérieure sont nécessaires pour 
une contamination en masse par rapport à une contamination en surface afin de réduire la 
charge de pathogène de façon similaire. De même, la présence de grosses particules impliquera 
l’application de barèmes thermiques plus élevés que dans le cas d’une poudre à granulométrie 
fine. 
De plus, de nombreux auteurs montrent l’importance de la composition chimique du produit, 
comme des produits riches en acide gras, en sucre ou en protéines, sur l’efficacité de 
l’inactivation bactérienne. Par exemple, dans des solutions à aW réduite, l’utilisation de 
saccharose est favorable à la thermorésistante de Salmonella enterica contrairement au chlorure 
de sodium (217). L’effet de la teneur en matière grasse des produits sur la thermorésistance des 
microorganismes a été particulièrement étudié, notamment sur Salmonella enterica. Par 
exemple, dans des beurres de cacahuètes pour une même faible aW, la thermorésistance est 
impactée par la teneur en lipides. Une bonne connaissance du produit alimentaire est une des 
clés de la sélection d’un traitement thermique adapté (29).  
Plus spécifiquement, il est connu depuis longtemps que l’activité de l’eau d’un produit 
alimentaire est un facteur clé de l’inactivation bactérienne pendant un traitement thermique. 

3.1.1.3. Le rôle de l’eau 

Nous avons vu précédemment que les produits secs se caractérisaient par leur faible activité de 
l’eau. Or, de nombreuses études montrent l’influence de l’activité de l’eau sur les 
microorganismes et leur inactivation thermique. C’est notamment vrai pour Salmonella spp. et 
Cronobacter spp.. Par exemple, dans le cadre du traitement du beurre de cacahuète à 90°C, le fait 
de diminuer l’activité de l’eau de 0,60 à 0,20 induit une multiplication du temps  nécessaire pour 
réduire la population de Salmonella spp. d’un facteur 10 par 2,35 (218). D’autres études, 
concernant une bactéries à Gram-positif , Lactobacillus plantarum, ou encore une levure, 
Saccaromyces cerevisae, sont aussi en accord avec ces observations  (219–221). 
Pour expliquer ce rôle de l’eau, deux effets antagonistes peuvent lui être imputés : 
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i. Rôle thermique de l’eau : Pour une même quantité d’énergie appliquée, la diminution de 
la quantité d’eau augmente la capacité du substrat et des microorganismes à s’échauffer 
et donc l’inactivation bactérienne mais ces produis sont entourés d’air, ce qui ralenti 
considérablement les transferts et contribue à l’hétérogénéité des traitements. 

ii. Rôle structurant de l’eau : L’augmentation de la quantité d’eau permet une meilleure 
flexibilité des macromolécules favorisant leur dénaturation et donc l’inactivation 
bactérienne. 

Comme nous l’avons vu, la flore de ces PS est acclimatée à ce type de produits et la faible 
mobilité moléculaire due à la faible quantité d’eau rend leur décontamination complexe.  

3.1.2. Les techniques utilisées pour la décontamination thermique des 

produits secs 

Les premières techniques de destruction des microorganismes ont été établies sur l’application 
de barèmes thermiques, avec des niveaux différents de température et de durée de traitement : 
pasteurisation (température comprise entre 62 et 88°C), stérilisation (température supérieure à 
100°C) et la mise en conserve (température d'environ 121°C) (222). Encore aujourd’hui, la 
décontamination par des procédés thermiques est la méthode la plus utilisée. Même s’ils sont 
bien maitrisés, les traitements thermiques peuvent avoir des effets négatifs sur les propriétés 
nutritionnelles, organoleptiques et microbiologiques des produits. Par exemple, l'utilisation d’un 
choc thermique mal contrôlé peut augmenter la résistance à la décontamination (223–225). 
Bien que relativement efficace, les traitements conventionnels nécessitent souvent une longue 
période de montée et de descente en température, surtout concernant les produits alimentaires 
secs. En d'autres termes, un manque d'homogénéité réside et peut affecter les qualités du 
produit final. Cependant, le traitement thermique est connu depuis des années comme une 
méthode de préservation des produits alimentaires et ce depuis la préservation de viande 
contenue dans des bouteilles en verre mise au point par Nicolas Appert. Depuis cette période, de 
nombreux développements se sont opérés sur ce principe. Le traitement thermique des produits 
alimentaires permet de conserver certaines propriétés organoleptiques et de prolonger leur 
conservation. 
La décontamination à la vapeur est un moyen simple et efficace pour décontaminer les produits 
alimentaires. C’est pour cette raison que industries utilisent surtout la vapeur saturée à l’heure 
actuelle. Cette méthode de décontamination peut utiliser la vapeur sous différentes formes : 

i. La vapeur saturée sèche : Toutes les molécules d’eau sont sous forme gazeuse. Cette 
vapeur à une enthalpie maximale et évite l’humidification du produit. 
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ii. La vapeur saturée humide : Il y a présence de gouttelettes d’eau dans la vapeur. Son 
enthalpie est inférieure à celle de la vapeur saturée sèche et une étape de séchage après 
traitement peut être nécessaire. 

iii. La vapeur surchauffée : c’est une vapeur sèche mais à une température supérieure à celle 
de la saturation de la vapeur d’eau (>100°C). Ainsi, les condensats sont réduits mais sa 
température est difficile à maitriser. 

L'effet Joule, aussi utilisé dans certaines méthodes d’inactivation bactérienne, est la production 
de chaleur lors du passage d’un courant électrique dans un matériel conducteur. Pour un produit 
alimentaire sec, la méthode par effet Joule permet de s’affranchir des problèmes de transfert 
thermique et de surchauffe de la phase liquide. Le produit se fait par le passage d’un courant 
électrique dans le produit. Cependant, la conductivité électrique des produits à faible aW reste 
faible et donc ce type de traitement est peu applicable à ce type de produits. 
Il existe également des traitements par microondes et hautes fréquences consistant en 
l’exposition du produit alimentaire à des microondes ou à des ondes hautes fréquences. Ce 
procédé nécessite une teneur en eau d’au moins 10% et le temps de traitement reste court. 
Cependant, dans les PS, l’efficacité est réduite en plus du chauffage qui reste peu homogène. 
Une autre méthode basée sur la détente instantanée contrôlée consiste à chauffer un produit 
sous forte pression et à le refroidir en faisant descendre la pression en dessous de 1 bar. Cette 
détente rapide engendre une rupture membranaire. 
De même, la fluidisation à haute température consiste en la mise en contact du produit avec un 
air à température très élevée, pouvant aller jusqu’à 600°C, pendant quelques secondes avant un 
refroidissement rapide grâce à de l’air froid. 
Lors de l’application de ces méthodes thermiques, il est important de noter qu’une élévation de 
la température est aussi à l’origine d’une variation de l’activité de l’eau du produit traité (221). 
Par conséquent, cela va modifier la thermorésistance de microorganismes au cours du temps de 
traitement (221). Pour permettre d’anticiper l’inactivation bactérienne ou choisir les 
paramètres de décontamination, il est possible d’utiliser des modèles prédictifs précédemment 
établis de façon empirique sur le produit alimentaire cible. 

3.1.3. Modélisation des données de traitements thermiques pour obtenir 

des barèmes de décontamination 

Un modèle peut être défini comme « la description d'un système, d’une théorie ou d’un 
phénomène qui rend compte de ses propriétés connues ou présumées et peut être utilisé pour 
une étude plus approfondie de ses caractéristiques ». En pratique, un modèle est souvent une 
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petite réplique d'un objet réel. Il constitue donc une description souvent simplifiée des relations 
entre les observations du système (réponses) et les facteurs qui sont soupçonnés d’influencer 
ces-dernières. Ainsi une observation peut être exprimée quantitativement grâce à des équations 
mathématiques. Par conséquent, un modèle mathématique peut simplement décrire des 
données ou également représenter une hypothèse ou une série d'hypothèses sous-jacentes à 
propos des relations entre les variables indépendantes qui conduisent aux observations. La 
première approche est souvent appelée un modèle « empirique », tandis que la seconde est 
décrite comme « mécaniste ». Chacune peut être utilisée pour prédire la réponse du système à 
des changements dans les variables (226).  
Lors du traitement thermique, la charge microbienne diminue progressivement au cours du 
temps. Ainsi, de nombreuses études se sont penchées sur la modélisation de l’inactivation 
bactérienne dans les produits alimentaires (227). Les modèles les plus rencontrés sont le 
modèle linéaire et le modèle de Weibull. 
Dans le modèle linaire, il est considéré que l’inactivation microbienne due à la température suit 
une loi du premier ordre (Equations 3 et 4). Pendant Δt à la température T : 

�(� + ��) p �(�) =  p��(�)�� (3) 

��(�)
�(�) =  p��� (4) 

Avec : k le taux d’inactivation en s-1, N(t) la variation de la charge microbienne au cours du 
temps t, dt un petit intervalle de temps. 
Ainsi, l’inactivation bactérienne est directement proportionnelle à la contamination du produit 
et en intégrant l’Equation 3, l’Equation 4 est obtenue plus souvent exprimée en logarithme 
décimale (Equations 5 à 9) (227). 
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Avec : k le taux d’inactivation en s-1, t le temps et N la charge microbienne au temps t, N0 la 
charge microbienne initiale et DT la réduction décimale à la température T avec � =  t

��
. 

DT représente le temps nécessaire pour réduire la population microbienne par 10 à une 
température donnée (Figure 24). 

 
Figure 24 : Diminution logarithmique d'une population bactérienne à une température T donnée en fonction du temps 
de traitement et définition graphique de DT 

L’influence de la température sur le temps de réduction décimale peut être illustrée grâce à la loi 
de Bigelow permettant de définir un nouveau paramètre, zT (Equation 10) (227). 

�u = �u���10
(������)

��  (10) 

Avec : Tref la température de référence choisie, DT et DTref les temps de réductions décimales 
obtenues (s) à T et Tref (°C) et zT représentent l’effet de la température (°C). 
Plus exactement, zT représente l’élévation de la température nécessaire pour diminuer DT d’un 
facteur 10 (Figure 25). 

 
Figure 25 : Influence de la température sur DT et définition graphique de z 

Plusieurs valeurs de DT et de zT sont disponibles dans la littérature mais elles concernent surtout 
des produits aqueux et peu les PS. Le Tableau 9 donne des exemples de valeur de DT et zT pour 
Salmonella spp. et Cronobacter spp.. 
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Tableau 9 : Tableau présentant quelques valeurs de D et de zT pour Salmonella spp. et Cronobacter spp. dans des milieux 
aqueux et des milieux à faible activité de l'eau 

Microorganisme Serovar Milieu de traitement aW DT zT Référence 
Milieu aqueux 

Salmonella spp. Enteritidis Œuf entiers liquide  D60 = 0,17 min 4,08°C (228) 
 Enteritidis Jus de pomme  D55 = 0,53 min  (229) 
 Typhimurium Jus de pomme  D55 = 0,49 min  (229) 
 Typhimurium PBS  D58 = 0,4 min 5,7°C (20) 

Cronobacter spp.  PBS  D58 = 0,48 min 3,1°C (20) 
  

Préparation infantile 
reconstituée  D58 = 0,50 min  (20) 

  
Préparation infantile 

reconstituée  D58 = 0,53 min  (21) 
  Tampon phosphate citrate  D60 = 0,3 min 4,06°C (230) 

Milieu à faible activité de l'eau 
Salmonella spp.  Graine de cacao  D110 = 4,79 min 102,60°C (231) 

 Senftenberg Bouillon avec glycerol 0,85 D60 = 3,3 min  (232) 
 Typhimurium Milieu glycerol 0,75 D57 = 8,8 min  (233) 
 Senftenberg Milieu glycerol 0,75 D57 = 41,5 min  (233) 
 Typhimurium Chocolat fondu  D70 = 816 min  (234) 
 Senftenberg Chocolat fondu  D70 = 440 min  (234) 
 Weltevreden Farine 0,25-0,30 D72-75= 240 min  (234) 

Cronobacter spp.  Milieu tamponné 0,96 D60 = 8 min 3,94°C (230) 
 
Il ressort de ce tableau que la valeur de DT en milieu liquide pour Cronobacter spp. et Salmonella 
spp. est de l’ordre de 0,45 et 0,4 min. Respectivement, peu d’études se basent sur le calcul d’un 
DT à faible activité de l’eau pour Cronobacter spp. mais pour Salmonella spp., il existe des 
données où il est possible de constater que la valeur de DT est grandement augmentée. Par 
exemple, le D60 pour des Salmonella spp. dans les œufs entiers liquides est de 0,17 min mais 
dans un milieu glycérolé à 0,85 le D60 augmente jusqu’à 3,3 min. Ainsi, la valeur de D60 est 
multipliée par un facteur 19. Clairement, la modélisation permet également de comprendre 
aisément l’importance de l’activité de l’eau sur l’efficacité d’un traitement thermique. 
Dans le modèle de Weibull, il est considéré que la destruction logarithmique ne suit pas une loi 
de premier ordre et que par conséquent, la diminution logarithmique suit la loi présentée par 
l’Equation 11. 

�
��

=  ��(� �� )� (11) 

Avec : α le temps nécessaire à la première réduction décimale (analogue de DT) et β un 
paramètre de forme 
Cette loi est largement utilisée lors des cinétiques d’inactivation non linéaire. β va notamment 
jouer sur la forme concave ou convexe de la courbe (Figure 26). 



   Synthèse bibliographique 

52 
 

 
Figure 26 : Différentes courbes d'inactivation bactérienne modélisées par le modèle de Weibull en fonction de la 
valeur de β 

Une valeur de β > 1 peut être rencontrée dans le cas où il y a un séchage en cours de traitement 
thermique, réduisant l’efficacité du traitement thermique. Quand β = 1, une destruction linéaire 
est observée comme dans le cas du modèle linéaire. Finalement, une destruction nécessitant un 
temps d’exposition avant d’être efficace va présenter une cinétique d’inactivation modélisée 
avec un β < 1.  
L’utilisation de modèles prédictifs est courante dans les milieux aqueux mais ce n’est encore pas 
le cas dans les milieux à faible activité de l’eau. Quelques études sont focalisées sur 
l’établissement de valeurs de DT et de zT mais globalement un grand travail reste à fournir pour 
la prédiction de l’inactivation bactérienne dans les PS. 
De plus, il serait possible d’envisager la modélisation de l’inactivation des bactéries comme un 
soutien à l’établissement de la validation de procédés. En effet, certains industriels valident leur 
étape de décontamination sur une chaine de fabrication pour s’assurer du bon fonctionnement 
de cette étape clé.  

3.1.4. Validation de procédés de décontamination 

La validation de procédés est une assurance qui certifie que l’étape décontaminante d’un 
procédé de fabrication assure la sécurité microbiologique du produit fini. Cette méthode a été 
proposée par la FDA (Food and Drug Administration), équivalent de l’Anses aux Etats-Unis. Elle 
est même rendue obligatoire dans le cadre d’un projet de loi aux USA. En effet, le FSMA (Food 
Safety Modernization Act), proposée par la FDA et accepté en janvier 2011, rend obligatoire 
cette étape de validation de procédé pour tous les producteurs des Etats-Unis et pour tous ceux 
exportant vers les Etats-Unis (235). 
Les microorganismes substituts ou traceurs biologiques également appelés « surrogates » sont 
utilisés pour les études in situ de validation de procédés pour éviter d’utiliser directement le 
pathogène tout en assurant la sécurité de la ligne de production (236). Ces substituts doivent 
avoir certains critères proposés par la FDA (237) : 

i. Non pathogène 
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ii. Caractéristique d’inactivation similaire au pathogène cible 
iii. Comportement similaire au pathogène cible en fonction des paramètres du process 
iv. Facile d’obtention 
v. Génétiquement stable et susceptibilité aux traitements de décontamination identiques 

au pathogène cible 
Ainsi, la validation par utilisation de substituts sera valable que dans des conditions prédéfinies 
pour un pathogène donné avec un produit donné (236). Cette validation par l’utilisation de 
traceurs biologiques est utilisée fréquemment en milieu à forte activité de l’eau. Par exemple, 
des E. coli de biotype I sont proposés par Cabrera-Diaz et al. (2009) pour jouer le rôle de 
substituts de E. coli O157 :H7 et 5 sérotypes de S. enterica (Agona, Anatum, Montevideo, 
Typhimurium et Senftenberg) dans le cas du traitement des surfaces de carcasses de bœuf par 
traitement thermique et acide (238). De même, il est connu que Listeria innocua est un traceur 
biologique pertinent pour L. monocytogenes dans les hamburgers (239). 
Cependant, à l’heure actuelle, peu de traceurs biologiques sont disponibles dans la littérature 
pour les pathogènes des produits alimentaires déshydratés. En effet, deux traceurs biologiques 
pour S. Enteritidis sont utilisés dans ce type de produit : Enterococcus faecium NRRL B-2354 et 
Pantoea agglomerans SPS2F1. Ils ont été initialement étudiés dans le cas du traitement 
thermique des amandes par extrusion et par grillage, la souche la plus utilisée étant 
Enterococcus faecium NRRL B-2354 (240–245). Cependant, elle est utilisée couramment mais 
un grand travail reste faire pour garantir l’innocuité des produits alimentaires secs et pour les 
divers types de traitements thermiques. De plus, l’adéquation de cette souche aux critères de la 
FDA reste encore un point de discussion. Etant une bactérie à Gram positif et S. Enteritidis une 
bactérie à Gram négatif, les conséquences des traitements de décontamination et, par 
conséquent, les lésions dues à ces traitements seront certainement différentes. De plus, dans 
certains pays, l’espèce E. faecium étant classée comme pathogène de niveau deux, elle n’est pas 
utilisable in situ.  
Ainsi, un grand travail reste à mener pour déterminer d’éventuels traceurs biologiques 
remplissant le cahier des charges de la FDA (6). Cependant, pour cela, il est nécessaire de 
comprendre comment agit le traitement thermique sur les cellules végétatives afin de choisir les 
traceurs biologiques les plus fiables, par exemple présentant les mêmes causes de mort 
cellulaire que les pathogènes et avec une sensibilité supérieure ou égale. 
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3.2. Impact des traitements thermiques sur les cellules bactériennes 

végétatives  

Nous avons vu que les traitements thermiques sont couramment utilisés dans le cadre de la 
décontamination des produits secs. Pendant ces procédés, l’inactivation bactérienne est 
influencée par plusieurs facteurs, comme le type de milieu, les conditions de croissance, le mode 
de traitement thermique ou encore le type de microorganismes. L’optimisation de ces 
traitements passe par la compréhension de l’impact du stress thermique sur les 
microorganismes. Tous les composants cellulaires peuvent être potentiellement affectés, à 
différents degrés, par des températures élevées. De plus, une meilleure connaissance des 
mécanismes de mort cellulaire et de l’impact des traitements thermiques sur les cellules 
bactériennes permettrait d’en optimiser les conditions pour en augmenter l’efficience.  

3.2.1. Effet de la température sur les membranes 

L’une des principales causes de mort cellulaire provoquée par stress thermique est la perte 
d’intégrité membranaire. Il a été vu précédemment que la membrane des bactéries est le siège 
du transfert de molécules d’intérêt vers ou depuis le milieu extérieur. C’est aussi le lieu de la 
respiration cellulaire avec la présence de la chaine de transporteurs d’électrons permettant la 
production d’ATP.  
L’altération de la paroi bactérienne chez les Gram négatives peut se faire à trois niveaux : sur la 
membrane externe, le peptidoglycane et sur la membrane interne.  
Les dommages sur la membrane externe apparaissent à des températures relativement faibles. 
Des changements morphologiques et structuraux sont observés. Il y a également une perte des 
lipopolysacharrides. La perméabilité est ainsi altérée (Figure 27) ayant pour conséquence une 
évasion des protéines périplasmiques ou encore la rentrée de composés nuisibles (246, 247). 
Par exemple, sur la photo ci-dessous, l’impact du traitement thermique à 47°C en milieu liquide 
sur la membrane externe de Cronobacter sakazakii est observé par microscopie électronique à 
transmission. 
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Figure 27 : Altération de la membrane externe de Cronobacter sakazakii observée au microscope électronique à 
balayage avant (1) et après (2) stress thermique à 47°C pendant 15 min dans du tampon phosphate (248) 

La membrane interne est plus sensible à la chaleur que la membrane externe. Les dommages dus 
à la chaleur perturbent les fonctions biochimiques et de transport de la membrane interne 
(246). La température induit un changement de potentiel membranaire. Ce changement est en 
fait une dépolarisation qui dépend de la température et du temps d’exposition. La 
perméabilisation de la membrane en est une conséquence qui donne une indication du niveau 
d’altération de la membrane suite à un traitement thermique.  
Les lipides membranaires jouent un rôle prépondérant dans la régulation de l’activité 
membranaire et de sa fluidité. En fonction de leurs propriétés physico-chimiques, ils sont plus 
ou moins sensibles à la température. En fonction du ratio acides gras saturés / acides gras 
insaturés, la membrane a une fluidité différente et donc une sensibilité différente au traitement 
thermique. Les acides gras saturés permettent une meilleure préservation de l’intégrité 
membranaire pour des températures élevées. Par exemple, la température de croissance de 
Salmonella spp. modifie la composition en acide gras des membranes (249, 250). Ainsi, après 
une croissance à 25°C la composition membranaire en acide gras présente un plus fort 
pourcentage d’acides gras insaturés qu’après une croissance à 42°C. En effet, dans l’étude de 
Yang et al. (2014), à 25°C, la membrane de S. Enteritidis contient 35,98% d’acides gras C16 :1 et 
7,35% d’acides gras C16 :1 contre 46,39% d’acides gras C16 :1 et 1,09% d’acides gras C16 :1 à 
42°C. De façon plus globale, à 25°C la proportion d‘acides gras insaturés totale est de 19,84% et 
de 43,71% pour les acides gras insaturés contre 2,66% et 60,6% à 42°C. Cette différence de 
composition impacte directement l’efficacité du traitement thermique ; la croissance à 42°C et 
donc une composition membranaire plus riche en acides gras saturés est favorable à la survie au 
traitement thermique (249). Ce phénomène est également observé chez Cronobacter spp. (251). 
Ceci peut s’expliquer par le fait que la température induit des mouvements moléculaires et des 
changements de saturation des acides gras. 
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Cette agitation moléculaire va engendrer une perte de l’intégrité de la membrane due à sa trop 
forte fluidité. C’est également cette augmentation de fluidité qui engendre une réponse au stress 
thermique dans un milieu liquide ou à forte activité de l’eau (252–254).  
En milieu liquide, cette perméabilité membranaire va conduire à un relargage d’ions. Dans un 
premier temps, la membrane devient plus perméable aux ions H+ et par conséquent la bactérie 
va mettre en place des canaux thermosensibles couplés à une activité ATPase permettant de 
lutter contre l’acidification du cytosol observé lors d’un stress thermique. De plus, la membrane 
étant le siège d’activités vitales, dont la respiration, une modification de la structure induira un 
dérèglement des processus vitaux pour la bactérie.  
Cependant, dans des milieux secs, peu d’études s’intéressent à l’impact du traitement thermique 
sur la perméabilité membranaire et ses conséquences. Il semble peu probable qu’autant de 
mouvements moléculaires se produisent à des activités de l’eau très faibles. L’impact de stress 
thermique sur la physiologie bactérienne à l’état sec reste donc à comprendre. 
Un autre effet d’un stress thermique ou d’une décontamination thermique sur les bactéries est 
une dénaturation des protéines qui sont vitales pour les différentes activités métaboliques. 

3.2.2. Effet de la température sur les protéines 

Les protéines sont des molécules vitales pour le bon fonctionnement cellulaire. Cependant, 
soumises à de fortes températures, une perte de conformation ou dénaturation peut se produire 
à cause de la rupture des liaisons essentielles au maintien conformationnel. 
En effet, les liaisons hydrophobes et les ponts disulfures sont sensibles à une température 
d’environ 100°C. Ainsi, lors d’un stress thermique, ces liaisons sont détruites et les protéines 
perdent leur conformation et donc leur fonction. De plus, de nombreuses protéines 
membranaires sont sensibles aux changements de la composition lipidique locale de la 
membrane. A très forte température, les protéines s’agrègent et une forte corrélation est 
observée entre l’évolution de la dénaturation des protéines et la perte de viabilité d’une bactérie 
(246). Globalement, si les protéines impliquées dans des processus vitaux sont dénaturées, il est 
concevable que la survie de la bactérie soit engagée. Cependant, nous avons vu en section 2.3 que 
les bactéries séchées possédaient un pool de HSP produites pendant la dessiccation. Ces 
protéines préviennent de la dénaturation protéique due au stress thermique en maintenant la 
conformation des protéines. De plus, la faible mobilité moléculaire maintient la fonctionnalité 
des protéines. De même, les osmoprotectants joueraient un rôle dans la protection des 
structures protéiques durant le stress thermique. En effet, il est reconnu que chez Salmonella 
spp., le tréhalose joue un rôle protecteur durant un stress thermique (110). 
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Ainsi, avec les lésions causées à la membrane, la dénaturation des protéines peut être une des 
causes de la mortalité bactérienne. De plus, la machinerie cellulaire peut être affectée au niveau 
des acides nucléiques. 

3.2.3. Impact d’un stress thermique sur les acides nucléiques 

Les acides nucléiques se retrouvent dans l’ADN qui est stable. Il faut une température très haute 
pour causer des ruptures de liaisons entre les bases. Les ARN sont plus sensibles à la 
température. Cependant, il est admis que la dénaturation de l’ADN ou des ARN n’est pas la cause 
principale de l’inactivation bactérienne pendant un traitement thermique (255). Une interaction 
entre les différentes causes de mortalité cellulaire est souvent observée. De plus, un grand 
nombre d’études concerne la compréhension des phénomènes de mort cellulaire due au stress 
thermique mais peu se focalise sur les phénomènes impliqués à l’état secs. 
Devant la complexité de la décontamination par traitement thermique, les industriels se sont 
penchés sur d’autres techniques de décontamination des produits secs. 

3.3. Les autres méthodes et leurs limites 

L’inactivation des pathogènes par des méthodes thermiques étant souvent compliquée dans les 
milieux à faible activité de l’eau, de nombreuses méthodes alternatives ont été développées. 
L’irradiation est une méthode efficace de décontamination des PS. De plus, elle permet leur 
conservation sur de longues périodes et, pour des applications spéciales, elle permet également 
de stériliser complètement le produit. L’irradiation agit en hydrolysant les molécules d’eau 
disponible dans le produit alimentaire en ion hydrogène H+ et HO- et aussi en générant des 
espèces réactives de l’oxygène, telles que les radicaux hydrogène H• et hydroxyle HO•. 
Cependant, dans les PS la cible de l’irradiation reste l’eau, même si elle est minoritaire, et réduit 
les chances de rencontre des espèces réactives avec les microorganismes, expliquant la forte 
dose d’irradiation nécessaire pour assurer la qualité microbiologique par cette voie (222, 256–
258). Parmi les techniques impliquant l’irradiation, l’irradiation par rayon gamma a longtemps 
été perçue comme le meilleur traitement de décontamination des produits alimentaires. Cette 
méthode consiste en l’exposition à des photons, ayant une haute perméabilité au produit. La 
stérilisation des aliments exige une dose beaucoup plus importante de rayons gamma (10-50 
kGy) qu’une décontamination. En raison de l'énergie de rayonnement, la formation de radicaux 
libres hautement réactifs est observée. De nouvelles molécules pourraient donc apparaître, par 
exemple, l’irradiation des lipides provoque la formation de cyclobutanones dont la toxicité est 
avérée. Elle peut également induire la perte ou la dégradation de certains acides aminés et de 
certaines vitamines, comme les vitamines A, B1, B6, B12, C, E, K, en fonction de la dose et la 
radiosensibilité des molécules. En plus de ces aspects scientifiques et techniques, l’irradiation au 
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rayon gamma est souvent rejetée par le consommateur, souffrant d'une opinion publique très 
mauvaise en raison de la confusion entre le rayonnement et la radioactivité. L’irradiation par 
rayon X consiste en l’exposition à des photons. Ils ont une haute perméabilité au produit. Ce 
traitement est également très efficace mais l’efficacité reste faible (5-10%) pour les PS. Enfin, 
l’irradiation par faisceau d’électrons consiste en l’exposition à des courants d’électrons 
possédant une forte énergie cinétique produite par des accélérateurs cyclotrons. L’énergie est 
délivrée sur une très courte durée (environ 5 s) qui peut être répétée pour assurer un bon 
traitement. Cependant, la perméabilité est faible avec une hauteur de produit traité de 6 à 8cm, 
en général. 
La méthode par fumigation consiste en l’application de gaz engendrant des réactions 
d’alkylation provoquant l’inactivation des bactéries présentes. L'utilisation de gaz spécifiques, 
tels que l'éthylène ou l'oxyde de propylène est pratiquée depuis longtemps à température 
ambiante. Néanmoins, les normes sont de plus en plus strictes et les molécules résiduelles dans 
le produit traité sont connues pour être carcinogènes. Ils ont tendance à être donc totalement 
interdits comme l'oxyde d'éthylène qui a été interdit en France depuis 1990 (222). La liste de 
gaz actuellement autorisés pour de telles méthodes est aujourd’hui très réduite. Bien que son 
efficacité soit variable, l’ozone a également été envisagé pour de tels traitements car il provoque 
une oxydation forte des molécules vitales de la cellule (259). 
La décontamination par les procédés haute pression (High Pressure Processing, HPP) est 
généralement considérée comme agissant sur les membranes en nuisant à leur intégrité, leur 
fluidité, leur capacité à échanger des ions et également sur la fonctionnalité de certains enzymes 
ou protéines vitales. L’inactivation bactérienne par HPP dépend de plusieurs paramètres comme 
le type de bactérie, le niveau de pression, la composition du milieu de traitement ou encore les 
modalités du couple temps-température pendant le traitement. La composition du produit à 
décontaminer est aussi importante, certains composants comme les acides gras ayant un effet 
protecteur (260). L’effet pasteurisateur des HPP n’est cependant efficace que pour les milieux 
aqueux dû à la compressibilité de l’eau. De ce fait, l’utilisation des HPP n’est pas envisageable 
pour les PS. Une récente étude montre cependant l’efficacité de la pression pour la 
décontamination de spores bactériennes sèches grâce à l’utilisation d’un gaz vecteur (261). 
L’application industrielle de cette méthode ne parait néanmoins pas possible. 
Enfin, la décontamination par lumière pulsée consiste en l’application de flash lumineux de forte 
intensité de façon répétée. Cette méthode est très efficace pour les produits transparents mais 
son impact est réduit dans les produits opaques pour lesquels seule la surface est décontaminée.  
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La faible présence d’eau complique leur décontamination, comme dans le cas du traitement 
thermique. Cependant, ce dernier profite d’un historique, d’un coût faible et d’une maîtrise 
importante en faisant une méthode de choix privilégiée par les industriels et les consommateurs. 
 

 

En Europe, la destruction des microorganismes dans les milieux alimentaires à faible 
aW se fait actuellement principalement par l’application de traitements thermiques. 
Cependant, la réalisation de ces traitements se fait encore essentiellement de façon 
empirique et n’intègre pas les propriétés physico-chimiques du produit comme l’aW. 
Les faibles activités de l’eau caractérisant les produits secs augmentent grandement la 
thermorésistance des microorganismes. Par ailleurs, les transferts thermiques sont 
ralentis par la substitution de l’eau par l’air qui contribue aussi à l’hétérogénéité de 
ces milieux. La modélisation empirique de données d’inactivation permettrait de 
fournir des barèmes de décontamination comme c’est déjà réalisé pour les produits 
alimentaires aqueux. De plus, ces modèles pourraient être d’un grand soutien dans le 
cadre de la validation des procédés de décontamination. Par ailleurs, la conséquence 
des traitements thermiques sur la physiologie et la fonctionnalité des cellules 
végétatives est bien appréhendée dans les milieux liquides contrairement aux milieux 
secs. Une telle compréhension aiderait à optimiser des traitements thermiques dans 
ces produits.  
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A la suite de cette analyse bibliographique, il ressort que, bien que très surveillée, la qualité 
microbiologique n’est pas toujours assurée et ce qui se manifeste par de nombreux rappels de 
produits et de TIAC. Parmi les pathogènes incriminés, Salmonella enterica et Cronobacter spp. 
sont de première importance pour la sécurité des nourrissons. Ces bactéries possèdent des 
systèmes de virulence reliés à la réponse aux stress environnementaux. Or, sur des produits 
secs, elles ont subi un séchage, combinaison d’un stress osmotique et oxydatif, qui pourrait 
augmenter cette virulence. De plus, ce séchage joue aussi sur la mise en place d’une protection 
croisée à d’autres stress comme le stress thermique. Cependant, la décontamination par la 
chaleur est encore la méthode de décontamination la plus utilisée ainsi que la plus acceptée par 
les industriels et les consommateurs. Bien que très étudié, connu et maitrisé en milieu aqueux, 
en milieu sec ce procédé est encore très empirique et dépend beaucoup de la nature du produit. 
Jusqu’à présent, très peu de modèles permettent de caractériser l’inactivation bactérienne dans 
les PS et aucun n’intègre l’activité de l’eau comme un facteur clé de l’optimisation de 
l’inactivation bactérienne. Par ailleurs, les mécanismes en lien avec la mort cellulaire dans ces 
produits sont peu étudiés bien qu’une meilleure compréhension de ces phénomènes et du rôle 
spécifique de l’activité de l’eau sur ces derniers permettrait d’optimiser les traitements 
thermiques de décontamination des poudres alimentaires. De plus, de par le lien entre la 
virulence et la réponse au stress il est intéressant de se demander si le fait de transformer et de 
traiter les produits secs n’engendrerait pas un risque accru pour le consommateur, ce qui, à 
l’heure actuelle, n’est toujours pas démontré pour ces produits. 
Ce travail de thèse a pour but de rationaliser l’utilisation de procédés de traitements thermiques 
destiné à la décontamination de produits secs, notamment à travers la compréhension du rôle 
spécifique de l’activité de l’eau dans les milieux considérés. Cette compréhension doit permettre 
de construire et d’utiliser des modèles théoriques adaptés à cette inactivation. De plus, grâce à 
cette approche, il sera possible d’identifier des traceurs biologiques potentiels pouvant mimer le 
rôle de Salmonella enterica et Cronobacter spp. dans les conditions testées dans cette étude, ce 
qui peut permettre de remplacer les traceurs utilisés actuellement et dont la fidélité est, 
aujourd’hui, source de débat.  
Pour ce faire, l’étude s’est appuyée sur deux espèces pathogènes : Salmonella enterica (deux 
sérotypes différents, Typhimurium et Senftenberg, de la sous-espèce enterica) et Cronobacter 
sakazakii. Comme dans la plupart des produits secs, ces bactéries insérées dans un support 
modèle ou alimentaire vont d’abord être déshydratées avant d’être soumises à un traitement 
thermique puis finalement, réhydratées. Ces trois phases distinctes (séchage, traitement 
thermique et réhydratation) sont étudiées dans l’objectif d’optimiser l’inactivation de trois 
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pathogènes classiques de ce type de milieux. Les différents chapitres de ce travail de thèse ont 
visé à répondre à différentes questions soulevées par l’étude bibliographique : 

• Quelles sont les conditions de séchage permettant d’optimiser l’inactivation ou la survie 
bactérienne ?  

• Quel est l’impact de la réhydratation sur l’inactivation des bactéries pathogènes à l’état 
sec ? 

• Quel est l’impact d’un traitement thermique à l’état sec sur l’inactivation bactérienne et 
quelle modélisation peut être proposée pour prendre en compte l’importance de 
l’activité de l’eau ? 

• Quels sont les impacts du séchage et du traitement thermique successif sur la membrane 
ou les enzymes des bactéries étudiés ? 

• Quelles sont les conséquences d’un séchage et d’un traitement thermique successif sur la 
virulence des bactéries étudiées ? 

Pour répondre à ces questions, les méthodes de microbiologie classique ont permis d’obtenir 
l’impact des conditions de séchage, de réhydratations et de traitement thermique sur 
l’inactivation bactérienne en fonction des différentes conditions testées, dont l’activité de l’eau. 
Des analyses en cytométrie en flux ont permis d’observer l’impact de ces stress sur l’intégrité 
membranaire ainsi que sur l’activité enzymatique. Finalement, des études sur des cellules Caco-
2, représentatives de l’épithélium intestinal humain, nous ont permis de voir si le séchage et le 
traitement thermique à l’état sec avaient un impact sur l’internalisation et la multiplication à 
l’intérieur de la cellule hôte, phénomènes prenant place lors d’un cycle infectieux. 
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CHAPITRE 1 
IMPACT DES CONDITIONS DE SÉCHAGE SUR 
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Cette partie a fait l’objet d’un article scientifique accepté dans le journal Food Microbiology : LANG, E., 
IACONELLI, C., ZOZ, F., GUYOT, S., ALVAREZ-MARTIN, P., BENEY, L., PERRIER-CORNET, JM. ET GERVAIS, P. (2015). 
Drying parameters greatly affect the destruction of Cronobacter sakazakii and Salmonella Typhimurium in 
standard buffer and milk. DOI : 10.1016/j.fm.2016.10.005 

1. Introduction 

Salmonella enterica et Cronobacter sakazakii sont deux bactéries impliquées dans un grand 
nombre de TIAC. La première cause plus de 100 000 cas par an en Europe. La deuxième est 
particulièrement dangereuse pour les nourrissons, avec un taux de mortalité allant jusqu’à 80% 
(8). Au cours des dernières années (1986-2012), plusieurs cas d’infection à ces deux bactéries 
mettent en cause du lait en poudre ou des préparations à base de lait en poudre (8, 74, 85, 86, 
262, 263). Ces produits, non stériles, sont séchés jusqu’à atteindre des niveaux d’activité de l’eau 
compris entre 0,25 et 0,60, garantissant leur conservation. Par conséquent, des bactéries 
contaminantes peuvent se retrouver à l’état sec sur ce type de produits.  
Il est reconnu que les microorganismes sont très résistants aux procédés de décontamination à 
l’état sec (219, 220). Cette résistance particulière est en grande partie attribuable d’une part à la 
faible mobilité moléculaire induite par le retrait de l’eau et, d’autre part, à la réponse intégrée au 
stress mise en place par les cellules. Ceci explique pourquoi l'inactivation des pathogènes dans 
les aliments à faible aW est compliquée à réaliser. Des travaux précédents dans le laboratoire ont 
déjà montré que le séchage peut contribuer à l’inactivation bactérienne (147, 264). Ce chapitre 
vise à comprendre les effets des paramètres de séchage sur Salmonella enterica et Cronobacter 
sakazakii.  
Les objectifs de ce chapitre sont les suivants : 

• Comprendre l’impact de l’évolution de l’activité de l’eau sur la cultivabilité des 
pathogènes alimentaires lors d’un séchage 

• Optimiser les conditions de séchage pour conserver un maximum de viabilité pour 
permettre la réalisation de traitements thermiques successifs sur des pathogènes secs 

• Optimiser les conditions de séchage pour maximiser l’inactivation bactérienne et 
permettre l’utilisation du séchage comme un procédé supplémentaire de 
décontamination 
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2. Drying parameters greatly affect the destruction of 

Cronobacter sakazakii and Salmonella Typhimurium in 

standard buffer and milk 

LANG, E., IACONELLI, C., ZOZ, F., GUYOT, S., ALVAREZ-MARTIN, P., BENEY, L., PERRIER-CORNET, J.M. AND 
GERVAIS, P. 

2.1. Abstract 

Salmonella Typhimurium and Cronobacter sakazakii are two foodborne pathogens involved in 
neonatal infections from milk powder and infant formula. Their ability to survive in low-
moisture food and during processing from the decontamination to the dried state is a major 
issue in food protection. In this work, we studied the effects of the drying process on Salmonella 
Typhimurium and Cronobacter sakazakii, with the aim of identifying the drying parameters that 
could promote greater inactivation of these two foodborne pathogens. These two bacteria were 
dried under different atmospheric relative humidities in milk and phosphate-buffered saline, 
and the delays in growth recovery and cultivability were followed. We found that water activity 
was related to microorganism resistance. C. sakazakii was more resistant to drying than was S. 
Typhimurium, and milk increased the cultivability and recovery of these two species. High 
drying rates and low final water activity levels (0.11–0.58) had a strong negative effect on the 
growth recovery and cultivability of these species. In conclusion, we suggest that effective use of 
drying processes may provide a complementary tool for food decontamination and food safety 
during the production of low-moisture foods. 

2.2. Keywords 

Salmonella Typhimurium, Cronobacter sakazakii, Cultivability, Milk, Drying conditions 

2.3. Introduction 

Salmonella enterica is a Gram-negative, facultative anaerobic, motile, nonspore-forming 
bacterium that causes human salmonellosis. It is a major pathogen in the food industry and is 
highly represented in outbreaks across the world, with nearly 100,000 cases reported every 
year in the European Union. Because of 105-1010 cells in adults and few microorganisms in 
young children and elderly people (10–100 cells) cause illness, the bacterium is important in 
food safety and the food industry, and must be eliminated from food products(88, 182). 
Cronobacter sakazakii, another Gram-negative, facultative anaerobic, motile, and nonspore-
forming bacterium, is considered an opportunistic pathogen that can cause severe infections 
such as meningitis, bacteremia, and necrotizing enterocolitis in infants. However, the infective 
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dose is not well defined and the incidence of this bacterium is largely underestimated. Death 
rates in Cronobacter infections are up to 80% and Cronobacter sakazakii contamination is 
another important issue for the infant formula industry (265). 
In recent years, some reported cases have involved the presence of these two pathogens in 
infant formula or milk powder (8). Milk is pasteurized and then spray-dried to provide the low 
water activity (aW) of 0.35–0.25 needed to preserve the nutritional, organoleptic, and microbial 
qualities over time (8). However, milk contamination can occur during the transfer to spray-
drying and during handling of dried milk (234). This is reflected by outbreaks involving 
Cronobacter spp., such as 3 cases in 1986 in Iceland, 4 cases in 1988 in the USA, 12 cases in 1998 
in Belgium, 11 cases in 2001 in the USA, 3 cases in 2004 in France, 2 cases in 2008 in USA, and 4 
cases in 2011 in USA. Examples of outbreaks involving Salmonella enterica include 3,000 cases 
in 1976 in Trinidad, 76 cases in 1986 in the UK, 141 cases in 2005 in France, 42 cases in 2008 in 
Spain, and 16 cases in 2012 in Russia. These outbreaks involved contamination of powdered 
infant formula or milk powder, which are low-moisture foods (8, 74, 85, 86, 262, 263). 
These two bacteria are found in a large range of food products and in the food industry 
environment (8, 43, 265–268). aW is a thermodynamic parameter that reflects the water 
availability in the environment and can affect every system involving water such as the 
biochemical, biological, and physiological reactions. . Bacteria have many active mechanisms, 
involving the activation of several resistance pathways, including sugar and amino acid 
accumulation, scavenger enzyme production, DNA repair, and other protein production 
processes, to resist dehydration caused by a change in environmental conditions, including 
preventing or repairing damage (17, 19, 24, 99, 100, 102, 104, 110, 269). 
Passive physical reactions take place as water exits cells during drying. The osmotic pressure 
increases during the first decrease in aW through to the end of the liquid state, and oxidative 
stress may occur in response to the cell’s exposure to an oxygen-containing atmosphere (101). 
Below an aW threshold of ~ 0.90, active bacterial responses no longer occur because of the low 
molecular mobility and bacterial metabolism (19, 99, 100). The preserved molecules needed for 
bacterial metabolism and cell viability may differ according to the damage caused. Thus, 
determining the viability by measuring cultivability may be a restrictive way to evaluate 
bacterial functionality after drying (102, 270). 
Microorganisms are more resistant to the thermal decontamination process when in the dried 
state compared with the liquid state (14, 155, 219, 220, 271, 272). This particular resistance is 
largely attributed to the low molecular mobility (273, 274), and also  to the cross-protection 
occurring during the transition to the dried state (24, 86, 151). Inactivation of pathogens in low-
aW food is too complicated for accurate prediction because of the complex effects on cultivability 
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(86, 221). Because the drying process is involved in causing bacterial death, drying may be a 
potential kill step during the handling of dried products. 
Because of the danger for infants and the difficulty in eliminating, in dried state, bacterial 
pathogens such as Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium and Cronobacter 
sakazakii, the drying process is an important step in the control of these pathogens. From this 
perspective, this study aimed to understand the effects of drying parameters on these two 
pathogens. Three parameters were controlled: drying substrate, atmospheric relative humidity 
(RH), and final aW. To observe the effects of drying on bacterial cells, cultivability after treatment 
was measured and the growth delay and cell recovery capacity were estimated. This provided an 
indirect measure of the deleterious effects on and repairable damage to the bacteria. 

2.4. Materials and methods 

2.4.1. Bacteria species 

Salmonella enterica subspecies enterica serovar Typhimurium DT104 DSM 10506 and 
Cronobacter sakazakii CIP 103183T species were used. All cultures were stored in Tryptic Soy 
Broth (TSB, Sigma-Aldrich) with 20% glycerol (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) 
at –80 °C. For resuscitation, bacteria were inoculated on Tryptic Soya Agar (TSA, Sigma-Aldrich) 
at 37 °C for 24 h and were placed for a maximum of one month at 4 °C. Five colonies of each 
bacterium were collected in 50 mL of TSB and incubated for 8 h at 37 °C. Suspensions were then 
diluted in 50 mL of new TSB to reach an optical density (OD) of 0.01 at 600 nm. Cultures in 
stationary growth phase were obtained after 14 h at 37 °C. 

2.4.2. Drying conditions 

2.4.2.1. Drying atmosphere 

Hermetic boxes were used to dry the cellular suspensions. Saturated salt solutions were placed 
at the bottom to regulate the aW and the atmospheric RH. Lithium chloride, potassium acetate, 
potassium carbonate, and sodium bromide (all from Sigma-Aldrich) were used in sufficient 
quantity to observed salt crystals in 100 mL of distilled water, corresponding to a height of 2 cm 
in the bottom of the hermetic boxes. Their respective aW values were 0.11, 0.25, 0.44, and 0.58, 
which corresponded to RH values of 11%, 25%, 44%, and 58%, respectively (275). The 
atmosphere was maintained under convection using a ventilator (Sunon, Radiospare, France) as 
described in previous work (276). All experiments were performed at room temperature (near 
25°C). 
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2.4.2.2. Drying kinetics of PBS and milk by following the weight loss 

The drying of phosphate-buffered saline (PBS, Sigma-Aldrich) and whole milk from milk powder 
that was rehydrated by following the manufacturer instructions (10% w/v, 26% fat, Regilait, 
Saint-Martin-Belle-Roche, France) was monitored by measuring the weight loss over time. The 
weight was measured with a precision balance (±0.0003 g) (Sartorius, Aubagne, France). The 
measured weight loss followed the first-order law (Equation 12). Using the reduction in the sum 
of squares scores between the experimental curve and the model (fminsearch function in Matlab 
R2012a), we estimated three variables: a, K, and τ. These provided a characterization of the 
drying rate. 

¡� = e + ¢�£¤ ¥p�
τ

¦ (12) 

where wt (g) represents the weight at time t (s), a represents the dried weight (g), K represents 
the initial water weight (g), and τ is the time constant (s). The initial drying rates were 
calculated as a derivation of wt at t = 0 s. 
Because only water evaporated, this loss of weight was translated into water content (grams of 
water per gram of dried material), and its relationship with the sorption curve of PBS or milk 
was used to evaluate the aW evolution of the sample during drying. The PBS sorption curve was 
obtained by measuring the water content corresponding to several aW values. The milk 
desorption curve was based on an equation given in a previous work (277), which allowed us to 
calculate the water content corresponding to each aW value. 

2.4.2.3. Preparation of the initial cellular suspension 

Cell concentration was adjusted to 108 colony-forming units (CFU)/mL by measuring OD600 and 
according to calibration curves showing the link between OD600 and cell concentration in 
CFU/mL. Twenty-five-milliliter cultures were centrifuged (3400 × g, 10 min at 25 °C) and 
washed twice with an equal volume of PBS. The supernatant was removed, and the cell pellet 
was resuspended in 25 mL of PBS. The final bacterial number was recorded as the number of 
CFU by plate counting on TSA (24h, 37°C). 

2.4.2.4. Drying in PBS 

Droplets (10 µL containing around 106 bacterial cells) of bacterial suspension were spread in a 
small glass dish to obtain an estimated 14 µm height layer, and the dish was placed inside a box 
for a given time (4.5, 15, 45, 90, 180, or 840 min). After drying, the cells were rehydrated by the 
addition of 990 µL of PBS and homogenized by pipetting and using a cell scraper (Greiner, Les 
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Ulis, France) permitting to suspend the initial dropped bacteria (containing around 106 living 
and dead bacterial cells). 

2.4.2.5. Drying in milk 

The cell suspension was concentrated by centrifugation to obtain a concentration of 109 
CFU/mL. This concentrated suspension was diluted in milk to obtain a concentration of 108 
CFU/mL. The same protocol was applied to 10 µL of contaminated milk as described above 
(section 2.4.2.4.). 

2.4.3. Drying effects on bacterial cells 

2.4.3.1. Effects of drying on the loss of cultivability 

After drying under different conditions and on different substrates, cells were recovered and 
CFU were determined by plate counting on TSA medium after 24 h at 37 °C. The result was 
compared with the initial bacterial concentration and expressed as log(N/N0), where N 
represents the CFU of stressed bacteria and N0 represents the CFU of the initial bacterial 
suspension. 

2.4.3.2. Effects on growth recovery capacity 

2.4.3.2.1. Growth curves of dehydrated–rehydrated bacteria 

The bacterial growth kinetics before and after the drying process were assessed and compared 
for Salmonella Typhimurium and Cronobacter sakazakii. A 0.5 mL aliquot of the bacterial 
suspension at a concentration of 102 CFU/mL of cultivable cells was transferred to 9.5 mL of TBS 
and incubated at 37 °C. The OD600 was measured every hour for 20 h. 

2.4.3.2.2. Calculation of the delay in growth recovery 

To determine the growth delay induced strictly by the drying process, an adjustment of the 
measured points of bacterial growth to a sigmoid curve was performed (264) (Equation 13). 
Using the reduction in the sum of squares scores between the experimental curve and the model 
(fminsearch function in Matlab R2012a), three representative variables of the growth kinetics 
were calculated: ODmax, b, and r. 

§�� = §�¨k©
(1 + ª�£¤(p«�))  (13) 

where ODt represents the OD at time t (h), ODmax represents the OD of the stationary growth 
phase, and b and r (h–1) are constants. 
µmax and the inflexion point (tInflex) were then calculated as shown in Equation 14 and 15, 
respectively. 
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µ¨k© = max(§��¬) (14) 

�®¯°±© = ln (|e|)
«   (15) 

where µmax (h–1) represents the maximum growth rate, and tInflex (h) represents the inflexion 
time of the growth curves. 
The time to detect bacterial population was estimated as the time corresponding to the 
intersection between the tangent to the inflexion point, which had µmax as the slope, and the 
abscissa axis. 
Finally, to compare the previously calculated time to detect bacterial population for each 
bacterial species and each treatment, the time delay of growth recovery was normalized as 
shown in Equation 16: 

��±°k³ = ��(�) p ��(´) (16) 
where tdelay (h) is the resulting calculated time delay of growth recovery, td(D) (h) is the time to 
detect bacterial population calculated from the growth curve for dried bacteria, and td(C) (h) is 
the time to detect bacterial population calculated from the growth curve for fresh culture. 
Because we designed this experiment for cultivable cells, we used this method to estimate the 
repairable damage. 

2.4.4. Statistical analysis 

All experiments were performed in triplicate. To compare the results obtained in this study, the 
variance homogeneity (F-test) was tested and then, if P > 0.05, an ANOVA or t test was applied 
using R software (278). In the case of significant ANOVA, a Tukey's HSD (Honest Significant 
Difference) test was performed to observe significant difference among conditions. 

2.5. Results 

Our study focused on the effects of drying on S. Typhimurium and C. sakazakii cultivability and 
growth recovery capacity. Our results are presented in three parts: loss of bacterial cultivability 
as a function of drying time, loss of bacterial cultivability as a function of aW evolution, and delay 
in bacterial growth recovery as a function of the initial drying rate and final aW. 
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2.5.1. Evolution of the loss of S. Typhimurium and C. sakazakii cultivability as 

a function of drying time 

2.5.1.1. Drying in PBS 

The loss of S. Typhimurium and C. sakazakii cultivability during drying was assessed at different 
atmospheric RHs (11%, 25%, 44%, and 58% RH) and over time (4.5, 15, 45, 90, 180, and 840 
min) in PBS. A significant difference was observed in the loss of bacterial cultivability, with 
significant effects of time and species (ANOVA, P < 0.05). The loss of cultivability always 
decreased during drying (Figure 28). This decrease was nonlinear for both species for all 
conditions, and two phases were observed. 
The first phase of loss of cultivability decrease was sharp, as observed between 0 and 45 min at 
all atmospheric RHs for S. Typhimurium and C. sakazakii. For S. Typhimurium, this decrease 
represented –3.2 log at 11%, –3.0 log at 25%, –3.3 log at 44%, and –2.7 log at 58% RH. For C. 
sakazakii, this decreased represented –1.6 log at 11%, –2.2 log at 25%, –2.3 log at 44%, and –1.9 
log at 58% RH. 
The second phase corresponded to a slow decrease and stabilization of the loss of cultivability 
(Figure 28), and occurred between 45 min and the end of the treatment. For S. Typhimurium, 
stabilization was observed near –3.9 log at 11%, –4.0 log at 25%, –4.0 log at 44%, and –4.0 log at 
58% RH. For C. sakazakii, stabilization was observed near –2.7 log at 11%, –3.0 log at 25%, –3.0 
log at 44%, and –2.6 log at 58% RH. In general, C. sakazakii was less sensitive to drying than S. 
Typhimurium, and the difference was 1.0 log for all drying conditions. 
These results indicate that the decrease in the loss of cultivability during drying versus time was 
substantial and nonlinear. 

2.5.1.2. Drying in milk 

The loss of S. Typhimurium and C. sakazakii cultivability during milk drying was assessed in the 
same conditions as in the experiments using PBS. A significant difference was observed in 
bacteria cultivability, with a significant effect of time (ANOVA, P < 0.05). No effect of species was 
detected, and this decrease was nonlinear for both species in all conditions. As in the drying in 
PBS, two phases were observed (Figure 28). 
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Figure 28 : Loss of S. Typhimurium and C. sakazakii cultivability as a function of drying time in four atmospheres. The 
initial bacterial concentration was 108 CFU/mL, and the method detection limit was about –4.5 log. Squares and 
diamonds represent the results in milk and PBS, respectively. (a) S. Typhimurium dried at 11% RH; (b) C. sakazakii 
dried at 11% RH; (c) S. Typhimurium dried at 25% RH; (d) C. sakazakii dried at 25% RH; (e) S. Typhimurium dried at 
44% RH; (f) C. sakazakii dried at 44% RH; (g) S. Typhimurium dried at 58% RH; (h) C. sakazakii dried at 58% relative 
humidity. Error bars represent standard deviations obtained from triplicates. 
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The first phase of cultivability decrease was sharp and was observed between 0 and 45 min at all 
atmospheric RHs for both bacterial species. For S. Typhimurium, this decrease represented –1.0 
log at all RHs, excepted at 11% RH where decrease represented –1.1 log. For C. sakazakii, the 
loss of cultivability represented –1.0 log at 11% and 25%, –0.9 log at 44%, and –0.7 log at 58% 
RH. The second phase was a slow decrease and stabilization of cultivability, which occurred 
between 45 min and the end of drying. For S. Typhimurium, stabilization near –1.3 log at all RHs 
was observed. For C. sakazakii, stabilization occurred near –1.2 log at 11%, –1.4 log at 25%,  –1.4 
log at 44% and –1.3 log at 58% RH. The two phases of the loss of C. sakazakii and S. 
Typhimurium cultivability exhibited the same behavior as observed for drying.  
We compared the effects of milk and PBS (Figure 28) to examine the effect of the substrate on 
drying efficiency. ANOVA showed a highly significant (P < 0.001) effect of the drying substrate 
on cultivability for both species. Cultivability of both species was always higher in milk than in 
PBS. For both media, the loss of cultivability was nonlinear. Contrary to PBS, treatment in milk 
did not exhibit a species effect during drying. 

2.5.2. Evolution of the loss of S. Typhimurium and C. sakazakii cultivability as 

function of the aW evolution 

The nonlinearity observed for all drying conditions presented in Fig. 1 showed that time could 
not explain the decrease in cultivability for both species and for both substrates. To relate the 
loss of pathogen cultivability to the aW evolution during drying, the drying kinetics were 
examined under the different conditions by following the loss of water weight at 58%, 44%, 
25%, and 11% RH over time. The time constants of water loss systems τ and the initial drying 
rates were calculated as a first-order system for each condition to provide information about the 
drying kinetics (Tableau 10).  
Water content was determined from the weight loss at each time of measurement. Using the 
milk and PBS sorption curves (Figure 29) reported from previous work (277) and established in 
this study, respectively, we expressed the loss of cultivability as a function of the aW evolution 
during drying (Figure 30). 

2.5.2.1. Evolution of the loss of PBS and milk weights during drying 

In the classical modeling of the weight loss during drying as a first-order system (Equation 12), 
the weight loss for time τ (min) (Tableau 1) and time 5τ (min) represents 63% and 99% of the 
total weight loss, respectively. ANOVA showed that these τ values differed significantly (P < 
0.05) as function of the atmospheric RH and the drying substrate. Using this model, in the PBS 
condition, 28.1, 25.2, 21.1, and 15.1 min were required to lose 99% (corresponding to 5τ) of the 
maximum weight loss at 58%, 44%, 25%, and 11% RH, respectively. In this analysis, 58% RH 
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provided the slowest rate and 11% RH the fastest rate. Similarly, 25.8, 23.3, 18.3, and 9.0 min 
were required to lose 99% of the maximum loss of milk weight at 58%, 44%, 25%, and 11% RH, 
respectively. Similar observations were made for the initial rate of drying (Tableau 10).  
Tableau 10 : Calculated time constants for weight loss τ and the initial drying rates for the loss of water weight  
(mg.min-1) for each drying condition for PBS and milk substrates. 

 PBS Milk 
Atmospheric RH τ 

(min) 
Initial rate 
(mg.min-1) 

τ 
(min) 

Initial rate 
(mg.min–1) 

11% 3.0 (±0.08)ab –3.00 (±0.12)ab 1.8 (±0.27)b –5.46 (±1.32)b 
25% 4.2 (±0.69)ab –2.82 (±1.02)ab 3.7 (±0.94)ab –3.06 (±1.20)ab 
44% 5.0 (±0.15)ab –2.58 (±0.30)a 4.7 (±0.95)ab –2.04 (±0.54)a 
58% 5.6 (±0.17)a –1.80 (±0.06)a 5.2 (±0.95)a –1.98 (±0.72)a 

Numbers in parentheses are the standard deviations obtained from independent triplicates. 
The letters represent a significant difference (p<0.05) obtained with Tukey's HSD (Honest Significant Difference) test, independently for τ and for 
initial rates 

As τ and the initial drying rates decreased with the increasing drying atmospheric RH, the loss of 
cultivability could be expressed as function of the aW evolution of the substrate.  

2.5.2.2. Loss of S. Typhimurium and C. sakazakii cultivability as function of the 

corresponding substrate aW level 

As previously described, milk and PBS desorption curves (Figure 29) and aW evolution differed 
substantially. For instance, to reduce from an aW of 0.99 to 0.80, the water content decreased 
from 99% to 78%.  

 
Figure 29 : Sorption curves of PBS at 20 °C expressed with water content as function of aW. 

In milk, for the same aW change, the water content decreased from 99% to 20%. Consequently, 
we have expressed the loss of cultivability as a function of aW, as shown in Fig. 3. 
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Figure 30 : Loss of S. Typhimurium and C. sakazakii cultivability during drying in air equilibrated at four relative 
humidity (RH) levels as a function of the calculated suspension aW. The initial bacterial concentration was 108 CFU/mL 
and the method detection limit was about –4.5 log. Squares: drying in milk; diamonds: drying in PBS. (a) S. 
Typhimurium dried at 11% RH; (b) C. sakazakii dried at 11% RH; (c) S. Typhimurium dried at 25% RH; (d) C. sakazakii 
dried at 25% RH; (e) S. Typhimurium dried at 44% RH; (f) C. sakazakii dried at 44% RH; (g) S. Typhimurium dried at 
58% RH; (h) C. sakazakii dried at 58% RH. Error bars represent SDs obtained from triplicates. 
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For drying in PBS, three phases were observed for all conditions and in both species. The first 
phase of the decrease in cultivability was observed between an aW of 0.99 and 0.90 at all 
atmospheric RHs for both species. When comparing the different RH atmospheres of drying for 
S. Typhimurium, the loss of cultivability for drying at 0.90 aW was estimated as –1.4 log at 11%, 
24%, and 58% RH and at –2. 5 log at 44% RH. For C. sakazakii, at the same drying level, the 
values were estimated as –0.8 log, –1.2 log, –2.0 log, and –1. 5 at 11%, 25%, 44%, and 58% RH, 
respectively. These results suggest that the initial drying rate was substantial and that the rate 
corresponding to 44% RH was the more deleterious for the cultivability of both species. The 
second phase was a slow linear decrease, which represented a smaller loss of cultivability. We 
found that the change in cultivability as a function of aW was more linear than as a function of 
time in PBS for the smallest aW (0.11 and 0.25). For drying in milk, the same assessment can be 
done for both bacteria. When expressing the loss of cultivability as a function of aW, at the end of 
drying, the loss of cultivability remained greater in milk than in PBS. The third phase 
corresponded to a stationary phase in which aW was constant (last point in Fig. 3). 

2.5.3. Effects of drying on growth recovery capacity of cultivable cells 

Growth curves of both species before and after different drying levels in milk and in PBS were 
obtained by following the OD600, after rehydration and inoculation in TSB. This allowed us to 
evaluate the effects of different drying conditions on bacterial cells by comparing the times to 
detect bacterial population for dehydrated–rehydrated bacterial cells. The supplementary time 
to detect bacterial population, as an estimate of growth recovery capacity, was estimated for all 
atmospheric RHs of drying. We evaluated the effects of the initial drying rate to reach an aW of 
0.90 (Tableau 11) and of the final aW (Tableau 12) on the delay in growth recovery at the same 
cultivable bacterial concentration. This provided an estimation of the reversible injury caused by 
drying. It should be noted that we reported results obtained in all conditions to the control and 
then compared among them. Statistical analyses were performed to determine whether the 
tested conditions differed significantly from the control. 

2.5.3.1. Effects of the initial drying kinetics 

For all drying conditions corresponding to 11%, 25%, 44%, and 58% RH, the supplementary 
times  to detect bacterial population after drying until an aW of 0.90 are shown in Table 2. In the 
first part of drying, the decreases in cultivability were severe for each species (Figure 30). These 
results allowed us to compare the effects of the initial drying rate on the capacity of the bacteria 
to repair the injuries and to regrow. 
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Tableau 11 : Comparison of  supplementary time to detect bacterial population of species desiccated in PBS and milk 
submitted to different initial drying rates to reach an aW of 0.901 

  
Supplementary time to detect bacterial population obtained after drying at 

different initial drying rates to reach an aW of 0.90 
Species Substrate Rate 12 Rate 23 Rate 34 Rate 45 

S. Typhimurium PBS +1.6 h (±0.6)ab +0.9 h (±0.4)bc +0.1 h (±0.5)c +0.2 h (±0.2)c 
 Milk +0.3 h (±0.1)c +0.2 h (±0.1)c +0.4 h (±0.3)c +0.2 h (±0.4)c 

C. sakazakii PBS +3.0 h (±0.5)a +1.5 h (±0.4)abc +1.2 h (±0.7)bc +0.3 h (±0.4)c 

 Milk +0.2 h (±0.5)c +0.1 h (±0.1)c +0.2 h (±0.3)c +0.1 h (±0.6)c 
Rehydration was performed in PBS and, after, cells were inoculated in TSB and incubated at 37 °C. The supplementary time to detect bacterial 
population is an expression of the difference between desiccated bacteria and undesiccated bacteria. Numbers in parentheses are the standard 
deviations obtained from independent triplicates. The letters represent a significant difference (p<0.05) obtained with Tukey's HSD (Honest Significant 
Difference) test. 
1. Obtained with different atmospheres 
2. Initial drying rate corresponding to drying at 11% RH 
3. Initial drying rate corresponding to drying at 25% RH 
4. Initial drying rate corresponding to drying at 44% RH 
5. Initial drying rate corresponding to drying at 58% RH 

The initial drying rates for each condition were previously calculated in milligrams of water per 
minute, and are expressed in aW units per minute through the translation of water weight in aW 
using the sorption curves (Tableau 10). To extend this analysis to drying in PBS and milk, the 
initial drying rate at 11% RH was called rate 1 and corresponded to –29.9 × 10–4 and –7.30 × 10–

4 aW units per minute for PBS and milk, respectively. Similarly, 25% RH was called rate 2 and 
corresponded to –26.1 × 10–4 and –7.28 × 10–4 aW units per minute, 44% RH was called rate 3 
and corresponded to –25.2 × 10–4 and –7.27 × 10–4 aW units per minute, and 58% RH was called 
rate 4 and corresponded to –11.2 × 10–4 and –7.26 × 10–4 aW units per minute, respectively. The 
initial drying rate was substantially influenced by the drying substrate, and the drying kinetics of 
PBS was faster than the drying kinetics of milk. 
In the control, no supplementary times to detect bacterial population were observed in milk, but 
some differences were observed in PBS. For S. Typhimurium, significant differences (t test, P < 
0.05) from the control were observed for the initial rates 1 (11% RH) and 2 (25% RH) and 
corresponded to +1.6 h and +0.9 h of supplementary time to detect bacterial population. As 
shown in Figure 30, to reach an aW of 0.90, the most damaging condition was initial rate 3 (44% 
RH). For C. sakazakii, initial rates 1, 2, and 3 showed significant differences (t test, P < 0.05) in 
growth recovery capacity from the control: +3.0 h, +1.5 h, and +1.2 h of delay.  

2.5.3.2. Effects of the final drying level 

The supplementary times to detect bacterial population after drying at the final aW values of 
0.11, 0.25, 0.44, and 0.58 are shown in Table 12 (Tableau 12). The final aW represents the 
equilibrium aW for each drying condition. These results permitted us to compare the effects of 
the final aW of drying on the capacity of bacteria to repair damage. 
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Tableau 12 : Comparison of supplementary time to detect bacterial population for bacteria desiccated in PBS and milk 
submitted to drying to reach different final aW levels. 

    Supplementary time  to detect bacterial population after drying at different final aW 
Species Substrate 0.111 0.252 0.443 0.584 
S. Typhimurium PBS +1.1 h (±0.9)ab +1.7 h (±0.7)ab +1.4 h (±1.1)ab +0.6 h (±0.9)b 

 Milk +0.2 h (±0.3)b +0.1 h (±0.1)b +0.9 h (±0.1)b +0.3 h (±0.3)b 
C. sakazakii PBS +2.7 h (±0.5)ab +2.6 h (±0.8)ab +2.9 h (±1.1)a +1.1 h (±0.4)ab 
  Milk +0.2 h (±0.1)b +0.3 h (±0.1)b +0.1 h (±0.2)b +0.1 h (±0.5)b 

Rehydration was performed in PBS and, after, cells were inoculated in TSB and incubated at 37 °C. The supplementary time to detect bacterial 
population is an expression of the difference between desiccated bacteria and undesiccated bacteria. Numbers in parentheses are the standard 
deviations obtained from independent triplicates. The letters represent a significant difference (p<0.05) obtained with Tukey's HSD (Honest Significant 
Difference) test. 
1. Represents the final aW obtained through drying at 11% RH 
2. Represents the final aW obtained through drying at 25% RH 
3. Represents the final aW obtained through drying at 44% RH 
4. Represents the final aW obtained through drying at 58% RH 

Regarding all drying final aW values, supplementary times to detect bacterial population were 
observed in PBS but not in milk. Comparison of these supplementary delays (Tableau 12) in 
growth recovery with the supplementary delays in growth recovery obtained after drying to an 
aW of 0.90 for both species (Tableau 11) showed no differences at 11% RH but differences for 
other atmospheric RHs. The increases in pathogen delay recovery were greater during the first 
step of drying, which reached an aW of 0.90, than during the following step to reach the final aW. 
For example, for C. sakazakii, the increase in delay was about +1.2 h for the first 0.10 aW 
decrease (to reach 0.90) and about +1.7 h for the last 0.46 aW decrease (to reach 0.44). 
Consequently, the increase in delay of growth recovery was not proportional to the decrease in 
aW. 
Also, milk and PBS had different effects on the supplementary time to detect bacterial 
population. 

2.6. Discussion 

In this study, we used several approaches to evaluate the effects of drying conditions on S. 
Typhimurium and C. sakazakii. Cultivability was used as an estimate of viability and deleterious 
damage, and growth recovery capacity was used to evaluate the injury to cultivable cells. The 
main reason for this approach was to determine whether the substrate aW could explain the loss 
of pathogen cultivability as a function of the aW evolution during drying. Table 13 (Tableau 13) 
summarizes the effects of drying on both species.  
For the two substrates tested, the first cultivability decrease and delay in recovery were 
compared. Upon reaching an aW of 0.90 in PBS, the cultivability of S. Typhimurium decreased 
suddenly and reversible damage occurred at the lowest RH conditions (25% and 11% RH) of 
drying (Tableau 13).  
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Tableau 13 : Effects of drying on the loss of cultivability and delay in growth recovery for both species in two substrates. 

  Loss of cultivability  Delay of growth recovery 
  

Initial drying ratea From 0.90 to final drying levelb  Initial drying ratea From 0.90 to final drying levelb 
Species Substrate Rate 1 Rate 2 Rate 3 Rate 4 0.11c 0.25d 0.44e 0.58f  Rate 1 Rate 2 Rate 3 Rate 4 0.11c 0.25d 0.44e 0.58f 

S. 
Typhimurium 

PBS + + +++ ++ +++ +++ + ++ 
 

++ + – – – + + – 
Milk + + + ++ + + + + 

 
– – – – – – – – 

C. sakazakii PBS + + +++ ++ +++ +++ + ++ 
 

+++ ++ + – – + ++ + 
Milk + + + ++ + + + + 

 
– – – – – – – – 

– and + refer to the effects of drying on the loss of cultivability and the delay in growth recovery related to the two phases of drying in different 
conditions 
a. To reach an aW of 0.90 in the different atmospheric RHs, see Table 2 
b. From 0.90 to the final drying level (0.11, 0.25, 0.44, and 0.58) in different atmospheric RH 
c. Represented the final aW obtained through drying at 11% RH 

This shows the initial drying kinetics. At the beginning of drying (until an aW of 0.90), 
evaporation of water causes an increase in osmotic pressure and solute concentration in the 
extracellular medium and a large cellular water outflow from the cells; the kinetics of these 
processes affects the cells (100). For both substrates, the desiccation stress provokes an osmotic 
stress due to the loss of intracellular water increasing solute or ion concentrations in the cell. In 
PBS, this osmotic stress is due to an increase in salt concentration. Even if the bacteria could 
adapt, damage caused by this stress affects macromolecules and membranes (100, 276, 279). 
These modifications can be irreversible and may decrease cultivability. However, they can also 
be reversible but require repair mechanisms before the cells can develop and grow, which 
would explain the supplementary  time to detect bacterial population observed in this study 
caused by the presence of injured cells (280, 281). In terms of the cultivability of S. 
Typhimurium, the effects of the kinetics were more deleterious at 44% and 58% than at 25% 
and 11% RH (Tableau 10), and the supplementary delay of growth recovery occurred earlier for 
the faster kinetics (at 11% and 25% RH) than for the slower kinetics (at 44% and 58% RH) in 
PBS (Tableau 13). Nevertheless, if growth recovery delay does not increase as the cultivability 
decreases, the damage occurring during drying can be deleterious or irreversible. Damage 
induced by exposure to air at 44% and 58% RH was irreversible; in contrast, at 25% and 11% 
RH the damage was reversible (Tableau 13). C. sakazakii is known to be more resistant than S. 
Typhimurium (27, 282), which we also found in our study of cultivability in PBS (Tableau 13). 
Taken together, the available information suggests that, depending on the substrate, the choice 
of the initial drying rate is crucial for inducing a maximum first cultivability decrease and 
causing irreversible damage to pathogenic cells. 
For all drying conditions, loss of cultivability became slower after 45min or after reaching an aW 
of 0.90 in PBS. After the first loss of water and around an aW of 0.90, cells began to be exposed to 
the atmosphere. The water removal in extracellular and intracellular media generates reactive 
oxygen species  in cells and the accumulation of free radicals (19, 100), which can promote 
structural protein modifications, damage to cellular molecule aggregations, and membrane lipid 
bilayer disruption (99, 276, 283, 284). For S. Typhimurium, the growth recovery capacity was 
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affected at a final aW of 0.11, 0.25, and 0.44 but not at 0.58 (Tableau 13). This suggests that the 
oxidation during drying depends on the aW range. This has been shown for lipid oxidation, which 
depends on the aW and is maximal at 0.60, decreases to 0.40, and increases again to 0.10 at a 
lower level than at 0.60 (285). 
In both drying levels at 11% RH in PBS, to reach aW levels of 0.90 and 0.11 (Tableau 13), no 
differences were observed between species for the delay in growth recovery, but differences 
were observed for cultivability. Subsequently, modifications caused by the slow phase of drying 
may have generated such irreversible damage. In an extreme drying such as drying to an aW of 
0.11, the water removal can affect protein structure irreversibly, as shown by Leslie et al. (150) 
who found a correlation between the loss of cultivability and protein denaturation during 
drying. Protein denaturation can also affect the integrity of the plasma membrane, which 
comprises proteins and lipids (276). In the same way, with the decrease from an aW of 0.90 to 
0.44, injury occurred at 44% RH for S. Typhimurium, and this was accompanied by a very slow 
decrease in cultivability.  
Our findings indicate that the final aW after drying is an important parameter in determining the 
extent of irreversible damage and, at the same, the kinetics used to cross an oxidative aW range 
can promote the loss of bacterial cultivability in situ. 
In addition, as shown at final water activity for all drying in PBS, a decrease in cultivability 
occurred during maintaining at 0.11, 0.25, 0.44 or 0.58. This information is in accordance with 
the literature; the storage at low water activity is known to be deleterious for bacterial cells (25, 
286).  
In our study, the cultivabilities of both bacteria were preserved during drying in milk compared 
with drying in PBS, which shows a strong protective effect of milk (Figure 29). This may be 
explained by the difference between the PBS and milk desorption curves. The PBS desorption 
curve has a sigmoid form with a large decrease in aW for a small loss of water content until an aW 
of 0.72, which is the saturation aW of PBS. Unlike PBS, the milk desorption curve presents as a 
tangential form with a slow decrease in aW for a large loss of water content until an aW of 0.80 
(Figure 29). Milk is used for bacterial protection in freeze-drying and spray-drying processes 
because of its glassy properties and its composition (109, 287). Disaccharides at high 
concentrations are protective against drying and freeze-drying, and lactose has a protective 
effect on cultivability in lactic acid bacteria (288). Milk also comprises proteins and 
phospholipids, and these two components may provide supplementary targets for oxidation, 
which might reduce the extracellular oxidative effects on these cells. These properties of milk 
may explain the preservation of both bacteria species during drying (288). Additionally, loss of 
cultivability was less important in milk than in PBS, and the surviving cells did not display any 
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reversible damage when dried in milk and displayed only minor reversible damage when dried 
in PBS (Tableau 13). This suggests the existence of different subpopulations with different 
sensitivities to drying (159, 280, 289). 
Considering that milk erased the bacterial species effect, we suggest that the drying substrate, 
and more precisely the pathogen–substrate pairing, is a major parameter implicated in the loss 
of bacterial cultivability during drying. 

2.7. Conclusion 

Different drying parameters (kinetics, atmospheric RH, bacterial species, and food substrates) 
affected the loss of bacteria cultivability. The growth recovery capacity was critically influenced 
by the first step of drying, which represented the first loss of water to an aW of about 0.90 and 
involved osmotic stress. As the drying rate increased, the loss of cultivability and the extent of 
repairable damage decreased. Bacterial cultivability and growth recovery were also influenced 
by the second phase of drying but to a lesser extent, which could be related to an oxidative stress 
mainly due to the prolonged contact between air and cells. Our results indicate that the drying 
conditions are important for cell resistance and can be controlled to maximize the death of 
pathogens. The aW seems provide information for the monitoring and control of pathogenic 
microorganisms during drying. If used appropriately, drying may provide a complementary tool 
to ensure food safety. However, further research is needed before developing applications. The 
effects of drying parameters on bacterial viability should be studied in other pathogens, for 
different food substrates, and in association with various decontamination processes. Further 
testing in industrial conditions is also needed. 
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3. Conclusion du chapitre 

 
 
 

Dans ce chapitre, nous avons observé l’impact de différents paramètres de séchage 
(cinétique, humidité relative de l’atmosphère et substrat de séchage) sur la perte de 
cultivabilité et la reprise de croissance de Salmonella enterica sérotypes 
Typhimurium et Senftenberg ainsi que Cronobacter sakazakii. La première étape de 
séchage, correspondant à la principale perte d'eau cellulaire en milieu liquide, 
entraine à un stress osmotique délétère pour les cellules. La deuxième phase de 
séchage, correspondant au passage en milieu aérien, influence dans une moindre 
mesure la cultivabilité bactérienne des deux espèces, ce qui est certainement dû à 
un stress oxydatif induit par le contact prolongé des cellules avec l’air. Le substrat 
de séchage ou le produit alimentaire à sécher est de première importance. Les 
résultats montrent clairement que le lait possède un effet protecteur sur la 
cultivabilité bactérienne évaluée après séchage. C’est notamment pour cette raison 
que le lait a été choisi pour la suite de l’étude comme support de l’inoculation 
bactérienne en vue d’observer la résistance thermique des bactéries. De plus, si les 
conditions de séchage sont bien maitrisées, il est possible de conserver un 
maximum ou un minimum de cultivabilité. Par exemple, pour optimiser 
l’inactivation des pathogènes, une cinétique initiale intermédiaire (parmi celles 
testées) et un niveau faible d’activité de l’eau (0,25 ou 0,11) peuvent être appliqués. 
Cependant, avant de poursuivre sur le traitement thermique de bactéries sèches, 
nous nous sommes demandés quelles étaient les parts d’inactivation liées au 
séchage et à la réhydratation qui est aussi une étape indissociable du séchage 
(Chapitre 2). 
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CHAPITRE 2 
IMPACT DES CONDITIONS DE RÉHYDRATATION 

SUR L’INACTIVATION DE MICROORGANISMES 

PATHOGÈNES DÉSHYDRATÉS 
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Cette partie a fait l’objet d’une publication parue dans le journal PLoS ONE : LANG, E., ZOZ, F., IACONELLI, C., 
GUYOT, S., ALVAREZ-MARTIN, P., BENEY, L., PERRIER-CORNET, JM. ET GERVAIS, P. (2016). Recovery estimation of 
dried foodborne pathogens is directly related to rehydration kinetics. DOI: 
10.1371/journal.pone.0160844 

1. Introduction 

L’évaluation de l’inactivation bactérienne dans les produits secs implique une étape de 
réhydratation qui est nécessaire pour restaurer l'activité cellulaire. L'influence de cette étape a 
déjà été étudiée en milieu liquide dans le cas de bactéries d’intérêt technologique (149, 290).  
Néanmoins, l’influence de la cinétique de réhydratation n'a pas été étudiée chez les pathogènes 
alimentaires, en particulier dans le cas des produits secs. La méthode actuelle pour l'évaluation 
de la sécurité microbienne des produits alimentaires secs est basée sur une réhydratation rapide 
dans un tampon liquide (PBS, eau peptonée, trypton sel,…). Cependant, le mode de 
réhydratation, et en particulier la cinétique de réhydratation, peut considérablement influer sur 
la mesure de cultivabilité et peut conduire à une estimation erronée du nombre de bactéries 
pathogènes et donc à un danger pour le consommateur qui dans certains cas peut réhydrater 
lentement ces aliments secs. Dans ce chapitre, nous avons cherché à distinguer les effets de 
séchage seul (ou de la déshydratation) des effets de la réhydratation, qui sont deux étapes liées. 
Les objectifs de ce chapitre sont : 

• Observer l’impact les conditions de réhydratation sur la cultivabilité des bactéries 
pathogènes étudiées 

• Evaluer la part relative du séchage seul et de la réhydratation sur l’inactivation des 
bactéries pathogènes  
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2. Recovery estimation of dried foodborne pathogens is 

directly related to rehydration kinetics 

LANG, E., ZOZ, F., IACONELLI, C., GUYOT, S., ALVAREZ-MARTIN, P., BENEY, L., PERRIER-CORNET, JM. ET 
GERVAIS, P. 

2.1. Abstract 

Drying is a common process which is used to preserve food products and technological 
microorganisms, but which is deleterious for the cells. The aim of this study is to differentiate 
the effects of drying alone from the effects of the successive and necessary rehydration. 
Rehydration of dried bacteria is a critical step already studied in starter culture but not for 
different kinetics and not for pathogens. In the present study, the influence of rehydration 
kinetics was investigated for three foodborne pathogens involved in neonatal diseases caused by 
the consumption of rehydrated milk powder: Salmonella enterica subsp. enterica serovar 
Typhimurium, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Senftenberg and Cronobacter 
sakazakii. Bacteria were dried in controlled relative humidity atmospheres and then rehydrated 
using different methods. Our results showed that the survival of the three pathogens was 
strongly related to rehydration kinetics. Consequently, rehydration is an important step to 
consider during food safety assessment or during studies of dried foodborne pathogens. Also, it 
has to be considered with more attention in consumers’ homes during the preparation of food, 
like powdered infant formula, to avoid pathogens recovery. 

2.2. Introduction 

Drying is an environmental and technological perturbation involving a water transfer from a 
liquid state to a gaseous state, following the aW gradient which allows the transformation from a 
liquid to a solid and dried product. Water activity or aW represents the available water for 
chemical and biochemical reactions and is theoretically comprised between 0 (no water) and 1 
(pure water). During drying, the water activity of products is reduced, preventing bacterial 
growth and below an aW of 0.6, no microorganisms can grow. This is the reason why drying is a 
common method used for the preservation of food products or microorganisms of technological 
interest such as lactic acid and probiotic bacteria. Several methods can be used to reduce aW and, 
consequently, to dry food or microorganisms. Common drying processes are spray-drying, 
fluidized bed drying and freeze-drying (109, 291) and are used to conserve dried food products 
such as herbs, spices or milk. Moreover, drying has a deleterious effect on cells. Indeed, at the 
beginning of the drying process, evaporation of water causes an increase in the osmotic pressure 
of the extracellular medium and, consequently, provokes a large cellular water outflow from the 
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cells creating then an osmotic stress which is damaging for cells (100). Afterward, in the case of 
drying conducing to products of low aW, the water removal from extracellular and intracellular 
media will provoke a direct exposition of cells to oxygen in the air which generates reactive 
oxygen species in cells and the accumulation of free radicals, creating oxidative stress (19, 100). 
Damages caused by this stress affect macromolecules and membranes (99–101, 276, 279, 284). 
Nevertheless, even if drying involves cellular injuries to bacterial cells, dried foods are non-
sterilized foods (8) and a large range of microorganisms can survive drying such as fungi, like 
Aspergillus spores, bacteria, like Salmonella spp., and viruses, like Norovirus (8, 43). Some of 
them can be dangerous for consumers’ health and this is the reason why a great deal of research 
is focused on the development of specific decontamination processes (272) for the purpose of 
achieving a minimal microbial load in dried food according to legal requirements and for 
consumer health protection. 
Assessment of microbial survival in dried products involves a rehydration step that is necessary 
in the method to restore cellular activities, permitting to reach a physiological aW. The influence 
of this step has already been studied for the optimization of preservation processes of lactic acid 
bacteria and flora with technological purpose in a dried form (109). For example, Morgan et al. 
(2006) reviewed the impact of rehydration of freeze dried lactic acid bacteria and presented it 
as the final critical step for the revival of cells after drying. Nevertheless, the rehydration kinetics 
has not been investigated in foodborne pathogens. Moreover, this step has been neglected in the 
case of pathogens contaminating dried foods or environments. Accordingly, the current method 
for microbial safety assessment of dried food products is based on their rehydration in a liquid 
buffer before diluting and spreading for cultivability measurement. However, the rehydration 
mode, and particularly rehydration kinetics, could drastically impact the cultivability 
measurement and could lead to erroneous estimation of pathogenic bacteria. This may pose a 
risk for the consumer due to an underestimation of pathogenic bacteria. Moreover, dried foods 
are often rehydrated by the user and therefore the impact of rehydration could also directly 
impact food contamination and consumer health. 
Low-moisture foods are not sterile, therefore they can be involved in foodborne outbreaks. For 
example, Enterobacteriaceae, such as Escherichia coli O157:H7, Salmonella enterica and also 
Cronobacter sakazakii, are implicated in outbreaks linked low-moisture foods, such as spices, 
flour, powdered infant formula (PIF) or herbs (8, 43, 74, 292). Among bacteria found in dried 
food products, Salmonella enterica is one of the most represented foodborne bacteria every year 
across the world. Regarding Cronobacter sakazakii, even if incidence is low, it is involved in 
neonatal meningitis with a death rate up to 80%, hence the importance of assessing microbial 
contamination.  
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In the present study, we aimed to distinguish the effects of drying alone from the effects of the 
successive and necessary rehydration in order to investigate the effect of rehydration kinetics 
after drying on the survival of three pathogens: Salmonella enterica subsp. enterica serovar 
Typhimurium, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Senftenberg and Cronobacter 
sakazakii. 

2.3. Materials and methods 

2.3.1. Bacterial strains 

Salmonella enterica subspecies enterica serovar Typhimurium DT104 DSM 10506, Salmonella 
enterica subspecies enterica serovar Senftenberg 772W DSM 10062 and Cronobacter sakazakii 
CIP 103183T strains were used for this study. Bacteria were inoculated on Tryptic Soya Agar 
(TSA, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) at 37 °C (+/‒ 0.1 °C) for 24 h, 
subsequently five colonies of each bacterium were inoculated in 50 mL of Tryptic Soya Broth 
(TSB, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) and incubated for 8 h at 37 °C 
(+/‒ 0.1 °C). Suspensions were then diluted in 50 mL of fresh TSB in order to adjust an Optical 
Density at 600 nm (OD600, measured by using a Thermo Scientific, Spectronic 200, Villebon sur 
Yvette, France) of 0.01 (corresponding approximately to 106 CFU/mL) before incubation for 
14 h at 37 °C (+/‒ 0.1 °C) to reach stationary growth phase cultures.  

2.3.2. Drying conditions 

2.3.2.1. Drying atmosphere 

For the desiccation of the cellular suspensions, hermetic plastic boxes (20 × 13 × 6 cm) were 
used, with saturated salt solutions at the bottom which regulated the aW and therefore the 
atmosphere RH. Saturated salt solution of lithium chloride, potassium acetate, potassium 
carbonate and magnesium nitrate (all from Sigma-Aldrich) were used to reach an aW of 0.11, 
0.25, 0.44 and 0.58, respectively, checked using an aW-meter (+/‒ 0.003) (Aqualab, Dardilly, 
France). In the hermetic boxes, aW permitted to maintain a RH of 11%, 25%, 44% and 58%, 
respectively, checked with RH sensors (+/‒ 0.5% RH) (Lascar, Radiospare, France). Internal 
atmospheres were stirred using a ventilator (Sunon, Radiospare, France) and all experiments 
were performed at room temperature. 

2.3.2.2. Preparation of the initial cell suspension 

The cell concentration of the stationary growth phase culture was checked and adjusted to 
1 × 108 CFU/mL through the measurement of the OD600. 25 mL of each culture were centrifuged 
(3,400 g, 10 min at 25 °C, Eppendorf 5810 R, Montesson, France) and washed twice with an 
equal volume of PBS (Phosphate Buffered Saline, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, 
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France). In a final step, the supernatant was removed and cell pellets were suspended in 25 mL 
of PBS. The final bacterial number was checked by measuring OD600. The final cells counts were 
determined by plating on TSA. Plates were incubated for 24 h at 37 °C (+/‒ 0.1 °C) and bacterial 
concentration was expressed in CFU/mL (Colony Forming Unit/mL). 

2.3.3. Rehydration impact after different drying intensities 

2.3.3.1. Drying and instantaneous rehydration 

For each experiment, a droplet (10 µL) of bacterial suspensions was spread in a thin layer onto a 
glass Petri dish (with 3 cm diameter) which was placed at 58%, 44%, 25% and 11% RH during 
90 min. After the desiccation, cells were rehydrated by instantaneous (1 s) addition of 990 µL of 
PBS (aW = 0.995, checked using an aW-meter) and homogenization by pipetting and using a cell 
scraper (Greiner, Les Ulis, France). Then, cells were diluted in PBS (aW = 0.995) and counted by 
plating on TSA (aW = 0.995) incubated for 24 h at 37 °C (+/‒ 0.1 °C) (Figure 31 (a)). 

 
Figure 31: Scheme of different rehydration methods used in this study. (a) Instantaneous rehydration in PBS at 0.995 
for 1 s. (b) Rapid rehydration in cPBS (concentrated PBS) at 0.950 (about 1 s), holding time at 0.950 for 30 s and 
diluting in PBS at 0.995 for 1 s before plating. (c) Slow rehydration in cPBS at 0.950 for 1 s and holding at 0.950 by 
diluting in cPBS for 2 min before plating during which ramp rehydration (i.e. a progressive evolution of rehydration 
level) occurred on Petri dishes for about 10 min to reach an aW of 0.995. (d) Very slow rehydration by placing bacteria in 
a 100% RH atmosphere for 90 min before diluting and plating. R: Rehydration. D: Dilution. P: Plating. Even if only drying 
at an aW of 0.11 was presented, rehydration presented in (a) and (b) were also performed to reach an aW of 0.58, 0.44 
and 0.25 in atmosphere RH at 58%, 44% and 25%. 
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2.3.3.2. Drying and rapid rehydration 

Droplets (10 µL) of same bacterial suspensions were dried in the same way as for instantaneous 
rehydration. After the drying, cells were rehydrated by addition of 990 µL of concentrated PBS 
(noted cPBS, aW = 0.950, checked using an aW-meter) and homogenized by pipetting and using a 
cell scraper (Greiner, Les Ulis, France), corresponding to the first rehydration step. The use of 
cPBS (aW = 0.950) resulted in the partial rehydration of bacterial cells up to an aW of 0.950 
(compared to PBS with aW = 0.995) imposing a supplementary step before total rehydration of 
the bacterial cells at an aW of 0.995. After 30 s, for the second step, dilution was performed in 
PBS (aW = 0.995) and counted by plating on TSA (aW = 0.995) incubated for 24 h at 37 °C 
(+/‒ 0.1 °C) (Figure 31 (b)). 

2.3.3.3. Drastic drying and slow rehydration rates  

Droplets (10 µL) of bacterial suspensions were spread in thin layer on glass. They were placed at 
11% RH for 90 min, i.e. the more drastic drying condition. After the drying, cells were 
rehydrated by two other complementary methods: (i) a slow rehydration was performed such 
as previously in cPBS but the successive dilution were performed in cPBS to maintain bacteria at 
0.950, 10 µL of each dilution was dropped on a TSA plate with an aW = 0.995 (see Figure 31 (c) 
for the corresponding scheme). This drop on the TSA media involved then a linear increase of 
the cell suspension aW (from 0.950 to 0.995). Cells were counted by plating on TSA incubated for 
24 h at 37 °C (+/‒ 0.1°C). The second complementary rehydration method is (ii) a very slow 
rehydration which was performed by placing dried bacteria in an atmosphere maintained at 
100% RH (checked using an RH sensor) thanks to vapor transfer from distilled water at room 
temperature for 90 min permitting bacteria to reach an aW of 0.995. Cells were then 
homogenized by pipetting and then counted by diluting in PBS (aW = 0.995) and plating on TSA 
incubated for 24 h at 37 °C (+/‒ 0.1°C) (see Figure 31 (d) for the corresponding scheme). 

2.3.4. Statistical analysis 

The loss of cultivability was expressed in log10(N/N0), where N represents the bacterial 
concentration (CFU/mL) after the drying/rehydration cycle and N0 represents the bacterial 
concentration (CFU/mL) before stress, for each condition. All experiments were performed in 
completely independent triplicates, from independent subcultures and cultures. With the 
purpose of comparing the various results obtained in this study, first the variance homogeneity 
(F-test) was tested and then (if p > 0.05) an ANOVA or a t-test were performed. For significant 
ANOVA, Tukey's HSD (Honest Significant Difference) test was achieved. Analyses were 
performed on R software. 
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2.4. Results 

2.4.1. Rehydration impact after different drying intensities 

After drying at different RH, bacteria were rehydrated in two different manners: (i) 
instantaneous rehydration and (ii) rapid rehydration (Figure 31 (a) and (b)). The loss of 
cultivability after drying and rehydration is represented in Figure 32. A significant difference 
was observed in bacteria survival with a significant effect of species (ANOVA, p < 0.05) and a 
highly significant effect of rehydration (ANOVA, p < 0.01).  
Concerning S. Typhimurium (Figure 32 (B)), the loss of cultivability was higher when 
instantaneous rehydration was used than when rapid rehydration was used. 

 
Figure 32: Impact of rehydration after drying on cultivability for C. sakazakii (A), S. Typhimurium (B) and S. Senftenberg 
(C). Dark grey represents the loss of cultivability obtained with instantaneous rehydration and light grey represents the 
loss of cultivability with rapid rehydration. Error bars represent SD calculated from triplicates and asterisks represent a 
significant difference between both conditions (t-test, p<0.05). The corresponding dataset was presented in S1 Table. 

A significant difference (p < 0.05) was detected between both rehydration conditions after a 
drying at 11% RH, 44% RH and 58% RH. In the cases of C. sakazakii (Figure 32 (A)) and of S. 
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Senftenberg (Figure 32 (C)), on the other hand, a significant difference (p < 0.05) was only 
observed in the 58% RH condition, with a more important loss of cultivability after an 
instantaneous rehydration than after a rapid rehydration.  

2.4.2. Rehydration impact after a drastic drying 

In order to explore the effect of rehydration kinetics, two supplementary types of slower 
rehydration were then performed after drying in drastic conditions (11% RH): (i) slow 
rehydration and (ii) very slow rehydration (Figure 31 (c) and (d)). The data for loss of 
cultivability obtained with these new rehydration modes were compared with the previous 
results obtained with instantaneous and rapid rehydration in the same drying conditions (11% 
RH) and presented in Figure 33. A highly significant difference was observed for loss of 
cultivability in the four rehydration kinetics (ANOVA, p < 0.001).  

 
Figure 33: Comparison of four rehydration kinetics after 90 min of drying in an atmosphere at 11% RH for C. sakazakii 
(A), S. Typhimurium (B) and S. Senftenberg (C). The loss of cultivability obtained with instantaneous, rapid, slow and 
very slow rehydration is shown going from darker to lighter. Error bars represent SD calculated from independent 
triplicates. The letters represent a significant difference (p<0.05) obtained with Tukey's HSD (Honest Significant 
Difference) test. The corresponding dataset was presented in S2 Table. 

For S. Typhimurium (Figure 33 (B)), differences among loss of cultivability were observed using 
instantaneous, rapid, slow and very slow rehydration, with no difference between rapid and 
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slow rehydration. A difference of 2 log was observed when comparing the two extreme 
rehydration modes: instantaneous and very slow rehydration. Regarding S. Senftenberg (Figure 
33 (C)), differences in loss of cultivability were observed in the different rehydration modes 
used in this study. Two groups were significantly different (p < 0.05), represented by the two 
fastest rehydration kinetics and the two slowest rehydration kinetics. The difference between 
the instantaneous and very slow rehydration modes represented 2.7 log. Concerning C. sakazakii 
(Figure 33 (A)), results similar to those observed for S. Senftenberg were obtained. A difference 
of 1.25 log was noted between instantaneous and very slow rehydration.  
Consequently, the rehydration kinetics was primarily responsible for the loss of cultivability 
obtained after a drying/rehydration cycle. 

2.5. Discussion 

These results obtained in our study clearly show that the inactivation usually and totally 
attributed to drying is in fact due to a combination of drying and of rehydration. This 
phenomenon has previously been observed in probiotics (293), lactic acid bacteria (149) or 
yeast (146, 148). However, few studies have considered the rehydration of pathogens, such as in 
surface rehydration (147) or in model media (142). In the present case, we could clearly assess 
the impact of rehydration on dried foodborne pathogens through the observed difference of loss 
of cultivability between the faster and slower rehydration modes. The slower the rehydration 
kinetics, the smaller the loss of cultivability was. Such a conclusion could raise two issues. The 
first one concerns the rehydration performed in classical microbiological food analyses which is 
often similar to the instantaneous rehydration presented in this study. Indeed, the inactivation 
of microorganisms during this rehydration would lead to an underestimation of the pathogenic 
load present in the food and, therefore, to an increased risk for consumers’ health. The second 
one concerns the different personal consumer practices in terms of dried food product 
rehydration which could also have important consequences on further pathogen survival in the 
rehydrated product. 
Two phenomena occurring during the drying phase could possibly explain this significant loss of 
cultivability due to fast rehydration kinetics. One is the cell membrane folding followed by an 
intracellular vesiculation which occurs during drastic drying when water exits the cell swiftly. 
Plasma membrane vesiculation has already been observed and reported in previous work, both 
on yeasts and bacteria (101, 142, 146). Indeed, this phenomenon leads to a decrease in the area 
of membrane. During fast rehydration, water rapidly enters the cell which tends to recover its 
original volume but the membrane ruptures because of its reduced surface. During the slow 
rehydration of cells, as used in this work, the internal vesicles would have time to reincorporate 
the membrane and so to prevent the cell from rupture. The other phenomenon which could be 
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considered to explain our observations is related to osmotic solutes or active ion input in the cell 
during the first phase of drying (100, 269, 294). This solute accumulation would involve a 
supplementary water input during the rehydration which leads to a greater cell volume than the 
initial one and so to cell rupture. Indeed, in case of instantaneous rehydration, this water input is 
not compensated by the simultaneous solute and ion output from the cell which have very slow 
rates of diffusion across the cell membrane (about 100-fold less than water) (295). Compared to 
instantaneous rehydration, the rapid rehydration modes used in this study would give the cell 
time for these solutes or ions to exit and so to recover its initial volume after total rehydration 
(101). It could be interesting to evaluate to what extent each phenomenon destroys the cells.  
After drying followed by very slow rehydration, no significant differences were observed 
between loss of cultivability of S. Typhimurium, S. Senftenberg and C. sakazakii, which reached 
near 1 log for each species (Figure 33). Contrarily, with instantaneous rehydration, a significant 
difference was observed between the loss of cultivability of each specie, where C. sakazakii was 
more resistant than S. Typhimurium and S. Senftenberg. Until now, C. sakazakii has been known 
as an Enterobacteriaceae which is highly resistant to drying and more resistant than Salmonella 
enterica (8, 269, 282). The results presented in this study suggest that the very slow rehydration 
mode erases the difference in loss of cultivability of the bacterial species. Consequently, it is 
possible to think that C. sakazakii is more resistant to rehydration than S. enterica and, 
consequently, not more resistant to drying by itself, maybe explaining by the different capsular 
properties of the strains. 

2.6. Conclusion 

Interestingly, the results presented in this study suggest that the impact of drying on the 
inactivation of pathogen is associated to rehydration kinetics. Indeed, instantaneous rehydration 
is responsible for the extend inactivation during the drying-rehydration process. Two 
hypotheses were proposed to understand the role of rehydration kinetics and it seems that 
appropriate management of rehydration and particularly fast rehydration could enhance the 
negative effects of drying/rehydration on pathogen cultivability. Rehydration is an important 
step when cultivability is assessed, impacting the estimation of bacterial contamination and 
consumer risk. In light of the above conclusions, rehydration after drying has to be normalized 
during routine microbial analyses in order to avoid underestimating the microbial load in dried 
food products. During food safety analyses, rehydration procedures need to be standardized. 
Likewise, instructions for an optimal rehydration during the use of dried food have to be 
provided to the consumer. In the future, we suggest that rehydration has to be considered with 
more attention; further works would consider other foodborne pathogens and the influence of 
the nature of different dried food products.  
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3. Conclusion du chapitre 

 
 

Dans ce chapitre, nous avons observé l’impact de la réhydratation sur la perte de 
cultivabilité de Salmonella enterica sérotypes Typhimurium et Senftenberg ainsi que de 
Cronobacter sakazakii. Il est clairement montré que, dans le PBS, la réhydratation est 
responsable de la majorité de l’inactivation bactérienne induite par un procédé de 
séchage/réhydratation. Les résultats montrent qu’une réhydratation rapide de 
bactéries dans un milieu sec provoque une inactivation maximale des cellules et qu’une 
réhydratation lente peut préserver la cultivabilité d’une majorité de cellules et ceci 
pour un même niveau de séchage. Des manipulations complémentaires nous ont 
montré que l’effet de la réhydratation est moins marqué dans le lait. Ce substrat permet 
donc de limiter l’inactivation bactérienne au cours du séchage (Chapitre 1) ainsi qu’au 
cours de la réhydratation. C’est pour cela que nous l’avons retenu pour évaluer l’effet 
du traitement thermique (Chapitre 3). 
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Cette partie a fait l’objet d’un article scientifique soumis dans le journal International Journal of Food 
Microbiology : LANG, E., CHEMLAL, L., MOLIN, P., GUYOT, S., ALVAREZ-MARTIN, P., PERRIER-CORNET, JM., 
DANTIGNY, P., ET GERVAIS, P. (2016). Thermal inactivation of dried foodborne pathogens in milk powder. 

1. Introduction 

La plupart des produits secs, dont le lait en poudre, sont réhydratés ou ajoutés à d'autres 
ingrédients aqueux. En conséquence, une contamination microbienne résiduelle pourrait alors 
évoluer et conduire à des problèmes sanitaires si les produits ne sont pas consommés 
rapidement (8, 74, 85, 86, 262, 263).  
Afin d’assurer la qualité microbiologique du produit et donc la sécurité du consommateur, 
certains procédés de décontamination sont utilisés pour réduire la charge microbienne du 
produit alimentaire et impliquent une étape de chauffage pendant un temps donné. De la 
constatation que la perte microbienne à haute température entre le temps t et t + dt est 
proportionnelle à la charge microbienne à l'instant t et au temps de traitement, un modèle 
loglinéaire permettant d'établir la valeur de stérilisation (D et z) peut être utilisé pour décrire 
l'inactivation bactérienne au cours du traitement thermique (227, 234). Ce modèle est 
largement utilisé dans l'industrie agroalimentaire et un grand nombre de valeurs de DT sont 
disponibles dans la littérature pour les milieux liquides. Néanmoins, dans ces milieux liquides, 
l'activité de l'eau pourrait être considérée comme constante et très proche de 1. Les propriétés 
thermiques de l'eau permettent d’appliquer facilement et de façon quasi homogène un 
traitement thermique en contrôlant précisément la température. Ce n’est pas le cas des produits 
secs qui sont fortement hétérogènes avec, notamment, la présence d’air qui est un isolant 
thermique. De plus, la décontamination thermique des produits secs est difficile à prévoir en 
raison de leur hétérogénéité mais également en fonction de la flore microbienne à inactiver 
(221). Deux stratégies sont envisageables. La première est de réaliser des expériences en 
fonction de l’aW et de la température pour proposer un modèle permettant de construire des 
combinaisons de barème temps, température et aW de façon analogue aux milieux liquides. La 
deuxième stratégie est de rechercher des traceurs biologiques, c’est-à-dire des microorganismes 
qui miment le comportement de pathogènes au cours d’un traitement thermique.  
Les objectifs de ce chapitre sont donc : 

• Evaluer l’impact des facteurs aW, temps et température sur l’inactivation des bactéries 
pathogènes alimentaires étudiées 

• Proposer des barèmes de traitement thermique pour les industries agroalimentaires des 
produits secs 

• Sélectionner des traceurs biologiques  
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2. Thermal inactivation of dried foodborne pathogens in milk 

powder 

LANG, E., CHEMLAL, L., MOLIN, P., GUYOT, S., ALVAREZ-MARTIN, P., PERRIER-CORNET, JM., DANTIGNY, P., ET 
GERVAIS, P.  

2.1. Highlights 

Effects of the temperature and aw on decimal reduction were analyzed. 
Thermal inactivation of foodborne pathogens was optimized in milk powder. 
A predictive modelling for pathogen thermal inactivation was built in milk powder. 
Time/temperature/aw treatments were designed for foodborne pathogens in milk powder. 

2.2. Abstract 

Due to the ability of foodborne pathogens to survive in low moisture food, the decontamination 
of milk powder is an important issue in food protection. Until now, empirical way was mainly 
used to achieve such decontamination. This work is untended to bring some elements allowing 
rationalizing thermal treatment. The effect of thermal treatments on the inactivation of dried 
Salmonella Typhimurium, Salmonella Senftenberg, Cronobacter sakazakii, and Escherichia coli 
was assessed. Bacteria were mixed with whole milk powder and dried until different water 
activity level (0.11, 0.25, 0.44 and 0.58). The rate of inactivated bacteria was determined after 
thermal treatments at 85°C, 90°C, 95°C and 100°C, from 0 s to 180 s in closed vessels, in order to 
maintain aw during treatments. In a first step, logarithmic bacterial inactivation was fitted by a 
classical loglinear model in which temperature and aw have a significant effect (p < 0.05). DT, aw 
values were estimated for each T, aw condition and results showed clearly that aw is a major 
parameter to take into account for the thermal decontamination of dried foods, lower aw 
involving greater thermal resistance. In a second step, the Bigelow’s law was used to determine 
zT, classical parameter relative to the temperature, and yaw values, new parameter relative to aw 
resistance. Results also showed that the most resistant bacterium to temperature variations is 
Salmonella Typhimurium, while the most resistant bacterium to aw variations is Escherichia coli. 
These data will help designing decontamination protocols or processes in closed batches for low 
moisture foods. 

2.3. Keywords 

Salmonella Typhimurium, Salmonella Senftenberg, Cronobacter sakazakii, Escherichia coli, 
predictive microbiology, low water activity food 
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2.4. Introduction 

Low water activity (aw) foods are defined by a water activity value under 0.70 which prevents 
any further microbial development and they represent 80% of food products inside food 
industry (8, 10). Water activity, which varies between 0 (no water) and 1 (pure water), 
represents the water available for biochemical, biological and, physiological reactions and this 
parameter is of primary importance to establish inactivation scale regarding low moisture food. 
Indeed, under a threshold of 0.70, no microorganisms can grow and for bacteria, a first growth is 
observed in media with an aw upper than 0.87. It is the reason why aw is largely used as a 
reference to limit pathogens development in food products (11) and also to reduce the pathogen 
contamination (147, 296). 
Most of the low aw foods are not consumed in the dry and powdered form and are rehydrated or 
added to other aqueous ingredients. Accordingly, a residual microbial contamination could then 
evolve and lead to sanitary problems. Low aw foods are generally obtained from agricultural raw 
materials by fragmentation, separation and drying processes (10). Among low aw food, whole 
milk powder production represents a very large production (2.5 million tons per years in 
European Union) (297) which is directly consumed or included in formulation of several food 
products such as dairy food, cakes, cereal products, chocolate and infant formula (74), providing 
properties, such as nutritional, texture or flavor qualities. Even if milk was pasteurized, the 
further drying and conditioning process could involve cross-contamination of milk powder (11, 
234, 298). 
This is well illustrated by outbreaks concerning milk powder and products comprising milk 
powder for which several pathogens were involved gram-positive as well as gram-negative 
bacteria. Vegetative pathogens associated with dried milk products were principally Salmonella 
spp. and also Staphylococcus aureus and Cronobacter sakazakii. For example, S. enterica was 
incriminated in infant dried milk product in 1985 and 1996 in United-Kingdom, in powdered 
infant formula in 1993, 2008 and 2011 in Canada, USA and France and also in powdered milk in 
1973 in Trinidad. Regarding C. sakazakii, outbreaks implicated powdered infant formula in 
1986, 1988, 1998, 2001 and 2007 in Iceland, USA, Belgium and New Zealand. All these outbreaks 
affect infants and can be lethal (8, 74, 85, 86, 262, 263).  
In order to provide a good microbial quality and insure consumer food safety, some 
decontamination processes are used to decrease the microbial load of food product (11, 12). 
Many decontamination processes of liquid or aqueous food products involved heating step and 
more exactly a time-temperature couple in order to provide decontamination scales (227, 234). 
From the basic consideration that the microbial loss at high temperature between times t and t 
+ dt is proportional to the microbial load at t and to the treatment time, a loglinear model 
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permitting to establish sterilization value (D and z) can be used to describe the inactivation of 
bacteria over heat treatment. D-value or decimal reduction time represents the time necessary 
to reduce the population by ten-fold (1 log) and z-value represents the temperature increase 
necessary to reduce the D value by ten (227). The loglinear model is largely used in food 
industry and a great number of D-values, relative to different temperatures, is available in 
literature for liquid media, such as milk or fruit juices (227). Nevertheless, in these liquid media, 
aw could be considered as constant and very close to 1. The thermal properties of water permit 
to apply easily and homogeneously heat treatment and, to control precisely the temperature, 
during thermal process, which is not the case for dried food. Moreover, other models could be 
used, such as Weibull model which permits to integrate an inactivation decrease rate for high 
temperature as a border phenomenon (299). 
Thermal decontamination process of dried food products, like milk powder, is difficult to predict 
due to adapted large variability of microflora and heterogeneous thermal property of dried 
foods (220, 221). Indeed, some investigations report the increased resistance in low moisture 
food of S. enterica, Escherichia coli or C. sakazakii on different food substrates. For example, in 
the case of S. Waltevreden in flour, a decrease of aw from 0.40 to 0.10 involved an increase of the 
DT value by a factor of 30 (300). At low aw, an increased thermal resistance is generally observed 
for several microorganisms, such as Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus plantarum or 
Salmonella enterica (219, 220, 301).  
The objective of the present study was to model the effects of time, temperature and aw on the 
thermal inactivation of Escherichia coli, Salmonella enterica ssp. enterica serovar Typhimurium, 
Salmonella enterica ssp. enterica serovar Senftenberg and Cronobacter sakazakii in milk 
powder. With this purpose, we performed heat treatment (85°C, 90°C, 95°C and 100°C) of whole 
milk powder inoculated with the previous foodborne pathogens at different constant aw levels 
(0.11, 0.25, 0.44 and 0.58). We used of the loglinear model classically used in food industry, 
permitting to determine the log reduction time DT,aw for each bacteria and each temperature and 
aw couples. Then, the Bigelow model was used to evaluate the effect of temperature (through zT) 
and aw (through yaw, a new parameter) for foodborne pathogens.  

2.5. Materials and methods 

2.5.1. Bacterial strains and cultivations conditions 

Escherichia coli K12TG1, Salmonella enterica subspecies enterica serovar Typhimurium DT104 
DSM 10506, Salmonella enterica subspecies enterica serovar Senftenberg 775W DSM 10062 and 
Cronobacter sakazakii CIP 103183T strains were used for this study. All cultures were stored in 
Tryptic Soy Broth (TSB, Sigma-Aldrich) with 20% glycerol (Sigma-Aldrich) at -80°C. For 
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recovery, bacteria were inoculated on Tryptic Soya Agar (TSA, Sigma-Aldrich) at 37°C for 24 h, 
subsequently five colonies of each bacterium were picked up in 50 mL of Tryptic Soya Broth 
(TSB, Sigma-Aldrich) and incubated for 8 h at 37°C. Suspensions were then diluted in 50 mL of 
new TSB in order to reach an Optical Density (OD) of 0.01 at 600 nm. Cultures in stationary 
phase were obtained after 20 h at 37 °C. 

2.5.2. Inoculation of powder 

For both bacteria, cell concentration was checked and adjusted to 1 × 108 CFU/mL through the 
measurement of the OD600. 50 mL cultures were centrifuged (3,400 g, 10 min at 25°C) and 
washed twice with 25 mL of PBS. In a final step, supernatant was removed and cell pellets were 
weighed. Milk powder (26% fat, aw = 0.44, Regilait, Saint-Martin-Belle-Roche, France) was 
added to pellet with a 1:20 ratio (wpellet:wpowder) and homogenized through a mortar. An 
inoculated milk powder was obtained with an aW of about 0.80. 

2.5.3. Drying process  

To dry inoculated milk powder, hermetic boxes, with saturated salt solutions at the bottom to 
regulate the aw and by consequence the atmosphere RH, were used. Lithium chloride (LiCl, 
Sigma-Aldrich) to obtain an aw of 0.11 (corresponding to a RH of 11%), potassium acetate to 
reach an aw of 0.25 (corresponding to a RH of 25%), potassium carbonate to obtain an aw of 0.44 
(corresponding to a RH of 44%) and finally sodium bromide (all from Sigma-Aldrich) to have an 
aw of 0.58 (corresponding to a RH of 58%) were used. Atmospheres were maintained under 
convection using a fan (Sunon, Radiospare, France) as described in previous work (276). For 
each bacterium, inoculated milk powder was spread on four Petri dishes, with near 5 g per Petri 
dish, and was placed without the lid inside hermetic boxes for 16 h in order to reach the final aw 
level. All drying processes were performed at room temperature. 

2.5.4. Thermal treatment 

0.1 g of dried inoculated milk powder were put into 0.2 mL closed tube and treated at different 
holding temperature (85°C, 90°C, 95°C and 100°C) during a given time (0 s, 30 s, 60 s, 90s, 120 s 
and 180 s) using a thermocycler (Bioer, France). Samples were then cooled at 4°C to stop the 
impact of thermal treatment.  It is well known that aw of most food products (such as powdered 
infant formula) at the same water content slightly increases with temperature (302). As the aw 
measurement is very complicated at elevated temperature (6), all the aw values proposed in this 
work were performed at 25°C (initial aw). Milk powder was rehydrated by addition of 1 mL of 
PBS and agitation for 30 s. Counting by CFU were performed after incubation in TSA media for 
24 h at 37°C and results were expressed as log10(N/N0), where N represented the CFU after 
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thermal treatment and N0 represented the initial contamination of drying inoculated milk 
powder.  

2.5.5. Model building 

2.5.5.1. Primary modelling 

The thermal inactivation of the four Enterobacteriaceae was evaluated for each temperature and 
each aw by the measurement of the loss of cultivability. The loglinear model was used for fitting 
the inactivation data for one couple of a temperature and an aw (Equation 17): 

�¶·t� j �
��

o = ¥ ��
��,¸¹

¦ (17) 

where t (s) is the time and DT,aw (s) is the decimal reduction time at temperature T (°C) and at 
the water activity aw. 

2.5.5.2. Secondary modelling 

2.5.5.2.1. Effect of temperature 

The effect of temperature on the efficiency of the treatment was modeled for each bacterium 
using the Bigelow model (Equation 18): 
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where DT,aw (s) represented the decimal reduction time at the temperature T (°C), DT*,aw (s) 
represented the decimal reduction time at the reference temperature T* (°C). In our 
experiments, T* = 100°C, the highest tested temperature. The thermal effect of the treatment 
was characterized by zT (°C) represented the supplementary temperature increase to decrease 
DT,aw 10-fold. 

2.5.5.2.2. Effect of water activity 

The effect of aw on the efficiency of the treatment was modelled for each bacterium through an 
adaptation of Bigelow model (Equation 19): 
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where DT,aw (s) represented the decimal reduction time at the water activity aw (-), DT,aw* (s) 
represented the decimal reduction time at the reference water activity aw* (°C). In our 
experiments, aw* = 0.58, the highest tested aw. The aw effect of the treatment was characterized 
by yaw (-) which represented the supplementary aw increase to decrease DT,aw 5-fold (and not 10-
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fold as zT). Such a definition is proposed to prevent values greater than one for yaw variation 
which are theoretically not possible. 

2.5.6. Statistical analyses 

All experiments were performed in independent triplicates. The effects of the factors on the 
thermal treatment were evaluated for each bacterium by analysis of variance (ANOVA) using 
Matlab R2011b software (Mathworks, USA). Significance was evaluated when p-value was equal 
or under 0.05; in this case a Tukey's HSD (Honest Significant Difference) test was performed to 
observe significant difference among conditions. To illustrate the significant difference among 
the levels of each treatment parameters, means of DT,aw were calculated on all data for a same 
parameter level. For example, to observe the significant difference among the tested 
temperature levels, the means of DT,aw at 85°C, 90°C, 95°C and 100°C were calculated from all 
DT,aw at each temperature regardless the aw and the bacterium. The confidence interval (95%) of 
each mean of DT,aw was calculated from the general variance of all the experimental points. 

2.6. Results 

Results were divided in two parts presenting, first, the results of the primary modelling, through 
the loglinear model, and then the secondary modelling, through the adapted Bigelow’s law. 

2.6.1. Primary modelling  

The DT,aw were reported in Table 14 (Tableau 14) and bacteria exhibited different resistance to 
thermal treatments.  
Tableau 14 : DT,aw values for four Enterobacteriaceae inactivated in milk powder at different water activities 

    Escherichia coli Salmonella Typhimurium Salmonella Senftenberg Cronobacter sakazakii 
Temperature aw DT,aw (s) 95% CI DT,aw (s) 95% CI DT,aw (s) 95% CI DT,aw (s) 95% CI 

85°C 0.11 139 112; 183 127 97.7; 180 156 132; 192 122 108; 141 
 0.25 115 92.2; 152 87.9 73.4; 110 137 112; 176 100 92.0; 110 
 0.44 66 58.2; 76.2 63.2 54.0; 76.2 66.8 57.7; 79.3 63.1 56.0; 72.3 
 0.58 60.5 51.1; 73.9 42.5 39.0; 46.7 56.4 50.5; 63.8 54 50.5; 58.1 

90°C 0.11 76.1 64.9; 91.9 87.8 74.4; 107 97.4 82.0; 120 102 86.4; 123 
 0.25 68.8 60.9; 79.1 65.8 55.9; 79.8 95 81.8; 113 88.4 79.3; 99.8 
 0.44 45.9 41.2; 51.7 46.4 40.4; 54.6 52 47.7; 57.1 51 45.9; 57.3 
 0.58 36.3 33.1; 40.3 32.3 29.4; 35.9 37.3 34.5; 40.8 41.7 37.5; 47.1 

95°C 0.11 47.7 41.5; 56.1 81.6 71.0; 96.0 94.3 82.7; 110 62.6 54.5; 73.6 
 0.25 45.7 40.6; 52.3 63.1 55.9; 72.5 72.4 65.5; 81.0 54.4 46.2; 66.2 
 0.44 34.1 31.2; 37.6 41.8 36.0; 49.7 45.1 41.8; 49.0 40.6 36.3; 46.0 
 0.58 32.4 29.2; 36.2 34.7 31.8; 38.1 30.3 27.0; 34.5 32.9 29.4; 37.3 

100°C 0.11 34.1 31.2; 37.5 65.8 52.8; 87.2 67.3 58.5; 79.1 50.3 45.7; 56.0 
 0.25 31.1 27.5; 35.7 43.6 38.4; 50.3 51.4 45.0; 59.9 47.9 43.6; 53.1 
 0.44 24.3 21.7; 27.7 33.1 29.7; 37.3 37.6 32.5; 44.6 36.5 31.2; 44.0 
  0.58 19.7 17.6; 22.4 29.5 26.5; 33.2 23.3 20.6; 26.7 33.2 29.1; 38.7 
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Results showed that this resistance was greatly influenced by treatment conditions. The 
maximal resistance was observed for the driest condition and the lowest heating temperature, 
i.e. T = 85°C and aw = 0.11, with no significant difference among bacterial species, D85,0.11 values 
were 139 s, 127 s, 156 s and 122 s for E. coli, S. Typhimurium, S. Senftenberg and C. sakazakii, 
respectively. The minimal resistance was observed for the highest aw condition and the highest 
heating temperature, i.e. T = 100°C and aw = 0.58, D100,0.58 values were 19.7 s, 29.5 s, 23.3 s and 
33.2 s for E. coli, S. Typhimurium, S. Senftenberg and C. sakazakii, respectively. More generally, 
an ANOVA test was performed on all data and revealed a significant effect of the bacterial strain 
(p < 0.05), aw (p < 0.001) and the temperature (p < 0.001) on the efficiency of the thermal 
inactivation of bacteria. For the lowest temperature (85°C), no significant difference among 
bacteria was observed at an aw of 0.11 but a significant difference was observed for an aw of 
0.58; E. coli was the most resistant and S. Typhimurium the less resistant. S. Senftenberg and C. 
sakazakii were both not significantly different from E. coli and S. Typhimurium. At 100°C, 
significant differences among bacteria were observed at an aw of 0.11; S. Senftenberg is 
significantly more resistant than C. sakazakii and E. coli, both significantly different between 
them. S. Typhimurium DT,aw value was not different from those of S. Senftenberg and C. sakazakii 
in the previous condition. Also, at an aw of 0.58 and at 100°C, C. sakazakii was the most resistant 
and E. coli the less resistant. Salmonella serovars presented intermediate DT,aw values. S. 
Typhimurium was not different C. sakazakii and S. Senftenberg, which are significantly different 
from C. sakazakii but not from E. coli. Overall, S. Senftenberg presented highest DT,aw values and 
E. coli the lowest DT,aw values. Also, more differences were observed for the highest temperature 
(100°C) and less significant differences were observed for the lowest temperature (85°C). 
The respective influence of both parameters on the DT,aw values was represented in Figure 34. 
Means of DT,aw were calculated on all data as function of factor presented on the vertical axis. For 
example, in the case of Figure 34 (a), the mean of DT,aw at 85°C was calculated from all DT,aw at 
85°C regardless the aw and the bacterium. For temperature (Figure 34 (a)) and aw (Figure 34 
(b)), all factor levels were clearly significantly different. For bacterial effect (Figure 34 (c)), S. 
Senftenberg was significantly different to the other bacteria with a higher DT,aw mean and was 
the most resistant bacterium. C. sakazakii was not significantly different to S. Typhimurium but 
was different to E. coli. S. Typhimurium and E. coli were not significantly different. E. coli had the 
lower DT,aw mean, i.e. it was the least resistant bacteria. 
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Figure 34 : Representation of effect of temperature, aw, and bacteria on DT,aw value. (a) Impact of temperature, (b) 
impact of aw, and (c) impact of bacteria. Means of DT,aw ( ) and bars represents confidence interval (95%). Means of 
DT,aw were calculated on all data for a same parameter level. The confidence interval of each mean of DT,aw was calculated 
from the general variance of all the experimental points. 
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2.6.2. Effect of temperature and water activity on the efficiency of the thermal 

inactivation of bacteria in milk powder: secondary modelling – adapted 

from the Bigelow model 

In order to compare the impact of each parameter (temperature and aw), the Bigelow model, a 
classical secondary model, was used. 

 
Figure 35 : Linear regression for the determination of zT (°C) for each bacterium. Experimental points ( ) and linear 
regression ( ) were represented for Escherichia coli (a), Salmonella Typhimurium (b), Salmonella Senftenberg (c) 
and Cronobacter sakazakii (d). 
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This model was intended to estimate respectively zT (the temperature increase allowing to 
decrease DT,aw ten-fold) and yaw (the aw increase allowing to decrease DT,aw value five-fold), both 
parameters defined previously. The quality of the secondary modelling could be apprehended 
through the R² coefficient values of the loglinear regression realized on the DT,aw values as a 
function of temperature (Figure 35) for zT and of aw (Figure 36) for zaw increases. R² values were 
comprised between 0.7-0.8 for two modelling, 0.8-0.9 for three modelling and 0.9-1.0 for the last 
three modelling. Consequently, the fitting of this secondary modelling can be considered as 
exploitable. 

 
Figure 36 : Linear regression for the determination of yaw (-) for each bacterium. Experimental points ( ) and linear 
regression ( ) were represented for Escherichia coli (a), Salmonella Typhimurium (b), Salmonella Senftenberg (c) 
and Cronobacter sakazakii (d).  
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Results of the secondary modelling were reported in Table 15 (Tableau 15). Bacteria exhibited 
different resistances to the temperature evolution during thermal treatments. Indeed, S. 
Typhimurium was found to be the most resistant specie to temperature variation with a zT = 
62.2°C. No significant difference was observed with C. sakazakii which had a zT = 52.8°C but 
significant differences were observed with S. Senftenberg and E. coli with zT = 44.3°C and zT = 
29.3°C, respectively. E. coli was significantly less resistant to temperature variation in milk 
powder during heat treatment than the other bacteria. In the same way, bacteria showed 
different resistances to the aw level of the milk powder during thermal treatment. E. coli and C. 
sakazakii showed to be more resistant to aw changes with a yaw = 0.830 and yaw = 0.755, 
respectively. These yaw were significantly different for S. Typhimurium (yaw = 0.595) and S. 
Senftenberg yaw (yaw = 0.488). S. Typhimurium was more resistant to temperature fluctuation 
than E. coli but the contrary observation was done for the resistance to aw fluctuation.  
Tableau 15 : zT and yaw values of four Enterobacteriaceae  in whole milk powder at different temperatures and water 
activities determined by the Bigelow model. 

Species zT (°C) 95% CI yaw (-) 95% CI 
Escherichia coli 29.6a 27.4; 32.1 0.830a 0.750; 0.990 

Salmonella Typhimurium 62.2b 52.8; 75.7 0.595b,c 0.540; 0.665 
Salmonella Senftenberg 44.3c 50.6; 39.4 0.488d 0.455; 0.525 
Cronobacter sakazakii 52.8bc 44.3; 65.5 0.755a,c 0.655; 0.890 

CI: Confidence Intervals 
Different superscript letters indicate significant differences between the estimated zT or yaw values 
 

2.7. Discussion 

In this study, an estimation of bacterial inactivation of four Enterobacteriaceae to thermal 
process in dried milk powder was performed. Heating was applied from 85°C to 100°C in order 
not to denature organoleptic and nutritional properties of milk powder. For each treatment, aw 
was maintained at a fixed level comprised between 0.11 and 0.58, representing diversified 
values of dried food products (8), and in this range 0.25 corresponds to the native milk powder 
aw. Even it is known that the decrease of aw increases the DT value (230, 303) and that aw is an 
important parameter (219, 220), few modelling proposed the aw as a factor affecting the thermal 
inactivation of foodborne pathogens. Heat resistance of bacteria is also greatly influenced by 
environmental conditions such as pH, salt concentration, redox potential or aw. Leguerinel et al. 
(1) showed that the pH of thermal treatment impacted on S. Typhimurium inactivation, with an 
inactivation increase when pH was decreased, and they defined a new parameter zpH. In our 
study, we focused on aw impact on dried foodborne pathogen inactivation. 
In such cases of low aw food, a modelling through Weibull model was often used to model the 
impact of temperature (304, 305). Here, through comparison of R² values of each model, we 



Chapitre 3 : Traitement thermique et modélisation 

108 
 

found that the loglinear model fit better the experimental points than the Weibull model (data 
not shown). This permitted us to estimate DT,aw and zT values and propose a new parameter yaw 
(equivalent to zT but relative to aw), representing the influence of aw on heat inactivation. In our 
experiments, all heat treatments were carried out in closed tubes and consequently, the sample 
aw was stable during the treatment. This could explain the difference between our study and 
other ones which performed heat treatment in open containers. In such cases, during heating, a 
drying occurs and decreases the aw of the samples and the bacteria which became more resistant 
and inactivation kinetics reach then an asymptotic limit which is well represented by Weibull 
model (299). 
The use of time and temperature is performed since many years in aqueous media, such as tin 
can sterilization and pasteurization process (227, 299). The DT,aw values found in this study can 
be compared with DT values obtained in aqueous media. As in liquid media higher the 
temperature, the smaller the DT,aw was (Tableau 14). In reconstituted whole milk powder, a D58 
= 40 s and a zT = 4.0°C have been reported for Cronobacter spp. (306). For Salmonella spp., D59.5 
= 160 s and a zT = 4.6-5.1°C were found in liquid milk. Finally, for E. coli, D59.5 = 42 s and zT = 
4.6-5.1°C is noted in liquid milk (156). These DT values for liquid products are clearly lower than 
the values found for dried milk in our study. In the same way, for each bacterium, the zT found in 
our study are more than 10-fold higher than the values found in aqueous media (156, 306). This 
information strengthens the well-known fact that low aw largely increases the thermal resistance 
of bacteria (220). 
From the results, and particularly from Figure 34, it comes that the aw level is a major parameter 
of bacterial heat inactivation in dried state (6). In the study on peanut butter of He et al. (2013), 
the author found an impact of aw on inactivation of three serovars of Salmonella (of which S. 
Typhimurium). In this fatty acid rich product, S. Typhimurium presented D90 values of 223 s and 
117 s at aw levels of 0.20 and 0.80, respectively (218). We found, in closed vessels, D90 of 87.8 s 
and 65.8 s for milk powder at aw level of 0.11 and 0.25, respectively. This different D90 values 
could be attributed to the different food product compositions. This singular resistance to heat 
in dried state can be attributed to two major and complementary factors. The first one is the low 
molecular mobility consecutive to the low water content. Disulfide and hydrogen bonds 
breaking and active site injuries due to the thermal treatment are reduced, preventing heat 
denaturation of biomolecules essential to vital bioprocesses (274). Indeed, thermal treatment 
involved molecular vibrations which are reduced in low aw environment. This low water 
motibity also generates a transition phase change of bacterial phospholipids. Indeed, the 
membrane phase corresponding to physiological activity is a liquid crystalline phase, but this 
phase is greatly influenced by environmental parameters such as temperature or reduced aw 
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(307). Membrane phospholipids change into liquid state to high order state as function aw and 
these could affect bacterial capacity to survive stresses (308). The different membrane 
composition, which could also influence the transition phase of the phospholipids belonging to 
bacterial membranes, may explain the different bacteria inactivation observed here (290, 309). 
The second main factor is the active phenomenon of cross-protection by activation of bacterial 
genetic and metabolic pathway during the transition to dried state (102, 151). This cross 
protection to stress is well known for S. enterica. Indeed, previous work had shown that 
desiccation stress involved a large synthesis of Heat Shock Proteins which protect protein 
conformations by preventing thermal damages on their structure and active sites (107). These 
two singularities enhance the bacterial resistance to further environmental perturbation and 
consequently could explain the increased resistance to heat treatment. 
The usual predictive inactivation data were essentially based on high aw media and additional 
analyses are necessary to predict microbial inactivation in low-aw food (300). If some data 
already exist concerning Salmonella spp. or E. coli, few data are available for other vegetative 
foodborne pathogens like C. sakazakii.  

2.8. Conclusion 

This study proposed a modelling of four Enterobacteriaceae inactivation in whole milk powder 
at different aw levels during thermal treatment. DT,aw were evaluated for four constant 
temperatures (85, 90, 95 and 100°C) and four constant aw levels (0.11, 0.25, 0.44 and 0.58). 
Then, zT value was calculated and a new parameter yaw was proposed to describe the impact of 
aw level on bacterial inactivation. Our results demonstrate that inactivation is bacterial 
dependent, with S. Typhimurium more resistant to heat variation than the others and E. coli 
more resistant to aw variation. All these results permit to propose a model allowing to control 
the pathogen inactivation in whole milk powder using the application of a time-temperature-
treatment and consequently to insure food safety for four Enterobacteriaceae. A new explaining 
factor of the bacterial resistance relating to aw (yaw) was defined which leads to treat the milk 
powder in a closed atmosphere in order to prevent any aw decrease during treatment. 
Nevertheless, the proposed model is only applicable to milk powder and has to be 
experimentally adapted to others food product before use. Some other works could be done to 
determine the optimal values for other foodborne pathogens, i.e. temperature and aw of 
treatment in others food products. Finally, considering that thermal treatment in open vessel 
will involve a pathogens drying and therefore will increase their resistance, it could be 
interesting to develop new thermal processes or protocols for dried food product using closed 
batches. 
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3. Isolement de bactéries environnementales et détermination 

de leur potentiel en tant que traceurs biologiques 

De potentiels traceurs biologiques ont été isolés de matières premières de l’entreprise 
partenaire. Rapidement, des échantillons de produits ont été traités thermiquement (95°C, 
15 min) puis la flore bactérienne résistante a été récupérée par réhydratation rapide dans du 
PBS concentré (voir Chapitre 2) avant d’effectuer des étalements sur gélose VRBG (Violet Red 
Bile Glucose Agar), milieu sélectif aux entérobactéries. Dans le cadre du développement de 
traceurs biologiques, il a été choisi de travailler sur la famille phylogénétique contenant S. 
enterica et C. sakazakii présentant un phénotype proche de bactéries pathogènes. Les colonies 
présentes sur VRBG ont été isolées sur géloses TSA avant d’être identifiées en réalisant un 
séquençage de l’ADNr 16S suivit d’un BLASTn (comparaison de séquence nucléotidique par 
alignement) sur le site du NCBI. Les isolats présentant un risque pour la santé humaine ont été 
écartés. Par la suite, pour déterminer leur potentiel comme traceurs biologiques, des traitements 
thermiques à 90°C sur de la poudre de lait à une aW de 0,25 ont été réalisés (voir Chapitre 3 
section 2). Un traitement thermique d’une poudre contenant E. faecium ATCC 8459, souvent 
utilisé comme traceur biologique, a été réalisé en parallèle.  
Les résultats obtenus sont présentés en Figure 37, représentant la diminution logarithmique de 
l’isolat ainsi que celle des pathogènes étudiés. Dans tous les cas sauf pour E. faecium (Figure 37 
(a)), une diminution de la cultivabilité est observée en fonction du temps. Dans le cas de E. 
faecium, il n’y a qu’une très faible perte de cultivabilité. Les profils d’inactivation peuvent ainsi 
être comparés pour déterminer si les isolats sont de bons traceurs biologiques pour l’un des 
pathogènes étudiés.  
Il ressort que Novo1631EC6 (Figure 37 (e)), Novo1631EM2 (Figure 37 (g)), Novo1631EC3 
(Figure 37 (c)) et Novo1631EM3 (Figure 37 (h)) sont des traceurs biologiques potentiels pour S. 
Senftenberg et/ou S. Typhimurium. En effet, l’inactivation de ces derniers est similaire et 
légèrement supérieure à celle de S. Senftenberg et/ou S. Typhimurium. Par contre, sur toute la 
durée du traitement, il n’y a pas de traceurs adaptés pour C. sakazakii.  
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Figure 37 : Présentation des résistances thermiques des traceurs biologiques testés et des pathogènes. En bleu trait plein : le traceur testé, En bleu clair et pointillé : C. sakazakii, En 
bordeaux et pointillé : S. Senftenberg, En orange et pointillé : S. Tuphimurium. (a) E. faecium, (b) Novo1631EC1, (c) Novo1631EC3, (d) Novo1631EC5, (e) Novo1631EC6, (f) 
Novo1631EM1, (g) Novo1631EM2, (h) Novo1631EM3, (i) Novo1631EM4 et (j) Novo1631EM5 
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Pour compléter cette comparaison, il est possible de comparer les D90,0,25 des traceurs 
biologiques potentiels et des pathogènes pour s’assurer de leur fiabilité (Tableau 16). 
Tableau 16 : Ensemble des D90,0.25 pour les pathogènes étudiés et les traceurs biologiques potentiels. En rouge : les 
pathogènes étudiés. En vert : les traceurs biologiques sélectionnés en fonction de leur profil d'inactivation dans de la 
poudre de lait à une activité de l’eau de 0.25 pendant un traitement thermique à 90°C 

Espèces Valeur de D90,0,25 (s) Ecart-type 
Salmonella Typhimurium 65,8 13,9 

Escherichia coli 68,8 11,2 
Novo13631EM5 73,6 4,57 
Novo13631EM4 86,8 9,83 

Cronobacter sakazakii 88,4 12,8 
Novo1631EM2 91,2 13,3 

Salmonella Senftenberg 95,0 18,7 
Novo1631EC6 97,1 12,3 

Novo13631EC3 98,1 10,9 
Novo13631EM1 108 17,7 
Novo13631EM3 124 14,2 
Novo1631EC5 157 30,3 

Novo13631EC1 171 35,0 
Enterococcus faecium 746 190 

 
Il est possible de constater que lors d’un traitement thermique, plusieurs traceurs biologiques 
potentiels (en vert dans le Tableau 16) ont un D90,0,25 plus élevé que ceux des pathogènes étudiés 
(en rouge dans le Tableau 16). Ils pourraient donc convenir pour mimer leur comportement 
dans les mêmes conditions de traitement thermique. Il faut également noter que trois des 
traceurs biologiques choisis en fonction de leur profil d’inactivation thermique présentent 
également un D90,0,25 supérieur à celui des pathogènes. Ils peuvent ainsi être de bons traceurs 
biologiques des pathogènes cibles. 
Pour aller plus loin, d’autres études de traitements thermiques doivent également être 
effectuées pour s’assurer que les traceurs biologiques choisis conservent cette propriété en 
fonction des paramètres du produit, notamment de l’aW. De plus, il est possible de noter que 
E. faecium n’est pas adapté et présente une résistance bien supérieure alors que cette espèce est 
actuellement considérée et utilisée comme traceur biologique de S. enterica. Il faudrait 
également envisager de tester ces traceurs sur des systèmes pilotes pour s’assurer de leur 
fiabilité à grande échelle. 
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4. Conclusion du chapitre 

 

Dans ce chapitre, des traitements thermiques ont été effectués sur de la poudre de 
lait inoculée avec quatre bactéries différentes. Grâce au modèle loglinéaire 
classiquement utilisé en industrie, des valeurs de DT,aw ont été calculées pour quatre 
températures et quatre aW. De plus, grâce à une modélisation secondaire, des 
valeurs de zT ont été calculées pour chaque bactérie. Un nouveau paramètre 
analogue à zT est proposé pour l’aW dans notre modèle : yaw, qui représente l’impact 
de l’aW sur la résistance bactérienne et qui permet notamment de prédire le rôle de 
l’activité de l’eau lors d’un traitement thermique à l’état sec. Nos résultats montrent 
nettement que dans le cas d’un traitement thermique d’un produit sec, il est 
important de ne pas sécher le produit pendant le traitement de décontamination car 
une réduction de l’activité de l’eau engendre une perte d’efficacité du traitement 
thermique. De ce fait, il est logique d’envisager des procédés de décontamination de 
produits secs en vase clos permettant ainsi d’éviter un séchage supplémentaire des 
produits. Enfin, des traitements thermiques effectués sur des isolats 
environnementaux ont permis de proposer des traceurs biologiques potentiels pour 
Salmonella enterica. Il est également intéressant d’étudier les causes de 
l’inactivation bactérienne (Chapitre 4) pendant le traitement thermique des 
produits secs, aujourd’hui mal connues, afin de pouvoir par la suite optimiser le 
traitement thermique.  
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CHAPITRE 4 
MÉCANISMES CELLULAIRES IMPLIQUÉS DANS 

L’INACTIVATION DES BACTÉRIES PATHOGÈNES 

LORS D’UN SÉCHAGE ET D’UN TRAITEMENT 

THERMIQUE SUCCESSIFS 
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Cette partie a fait l’objet d’un article scientifique en préparation : LANG, E., ZOZ F., GUYOT, S., ALVAREZ-
MARTIN, P., PERRIER-CORNET, J.M. ET GERVAIS, P. (2016). Cellular injuries of Cronobacter sakazakii and 
Salmonella enterica exposed to drying and successive heat treatment 

1. Introduction 

Le séchage et le traitement thermique sont deux perturbations environnementales rencontrées 
par les pathogènes lors de la production des produits alimentaires secs. Le traitement thermique 
est un moyen classique pour réduire la charge microbienne, largement utilisé dans l’industrie 
agroalimentaire.  
Les mécanismes d'inactivation bactérienne dans les milieux liquides sont bien compris. En effet, 
en milieu liquide, les traitements thermiques engendrent une rupture de la membrane externe 
des bactéries Gram-négatives mais aussi pour perturber la stabilité de la membrane interne. De 
même, les protéines sont dénaturées par un traitement thermique qui provoque la rupture des 
liaisons impliquées dans la structure fonctionnelle (246, 248, 310). A plus grande échelle, 
l’ensemble de ces dommages engendre une diminution de la population ou de la communauté 
bactérienne. Pour les produits secs, l'impact du traitement thermique est mal connu et une 
meilleure connaissance des phénomènes impliqués dans l’inactivation bactérienne pourrait 
permettre d'optimiser les traitements thermiques tout en conservant les qualités nutritionnelles 
et organoleptiques du produit traité en fixant des barèmes adaptés.  
Dans ce chapitre, l'effet d’un séchage et d’un traitement thermique successif est évalué sur 
l'intégrité de la membrane et l'activité enzymatique de Cronobacter sakazakii, Salmonella 
enterica subsp. enterica sérotype Typhimurium et serovar Senftenberg dans le lait en poudre.  
Les objectifs de ce chapitre sont : 

• Comprendre les phénomènes physiologiques en lien avec l’inactivation bactérienne 
pendant le séchage 

• Comprendre les phénomènes physiologiques en lien avec l’inactivation bactérienne 
pendant le traitement thermique successif au séchage 
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2. Cellular injuries of Cronobacter sakazakii and Salmonella 

enterica exposed to drying and successive heat treatment 

LANG, E., ZOZ, F., GUYOT, S., ALVAREZ-MARTIN, P., PERRIER-CORNET, J.M. AND GERVAIS, P. 

2.1. Abstract 

Due to the ability of foodborne pathogens to survive in low moisture food, their decontamination 
is an important issue in food protection. This work is intended to bring some elements of 
understanding cellular mechanisms involved in foodborne pathogen inactivation after drying 
and then after heating in dried state. Salmonella Typhimurium, Salmonella Senftenberg and 
Cronobacter sakazakii were mixed into whole milk powder and dried at different water activity 
level (0.25 and 0.58) and the number of survivors was determined after drying and subsequent 
thermal treatments in closed vessels at 90°C and 100°C, for 0 s, 30 s and 120 s. For each 
condition, percentage of uncultivable cells was estimated and, in parallel, membrane 
permeability and enzymatic activity were estimated by flow cytometry. After drying, it was 
clearly observable that percentages of uncultivable cells were correlated with percentage of 
permeabilized cell and, in a less proportion, with percentages of cells presenting loss of 
enzymatic activity. On the contrary, the percentages of uncultivable cells observed after heat 
treatment were strongly correlated with the loss of enzymatic activity and weekly with the 
membrane permeability occurrence. Consequently, it could be concluded that the cell 
inactivation during drying is closely linked to the membrane permeabilization and that heat 
treatment of dried cells affect principally the enzymatic activity which legitimizes the use of 
time-temperature scales. These data permit to better understand cellular mechanism of 
bacterial death during drying and following heat treatment in dried state. All this information 
can also afford a better to optimization of the decontamination process in order to insure food 
safety by targeting the most deleterious condition for bacterial cells without denaturing the food 
product qualities. 

2.2. Keywords 

Salmonella enterica, Cronobacter sakazakii, permeability, enzymatic activity, heat treatment, 
drying 

2.3. Introduction 

Salmonella enterica and Cronobacter sakazakii are Gram-negative, facultative anaerobic, motile, 
nonspore-forming bacteria which causes human disease (8). They are of major concern in infant 
feeding industry (234). Indeed, the first bacterium is a major pathogen in the food industry as 
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very few microbial cells ingested by young children (10–100 cells) will cause severe illness 
(311). The second one can cause severe infections such as meningitis, bacteremia, and 
necrotizing enterocolitis in infants with a death rate up to 80% (312).  
Foodborne pathogens encounter many stresses in food processing environments and food 
products. Drying is one of them and takes place during low moisture food production. It consists 
in a diminution of environmental water activity (aw) which represents the available water for 
chemical and biochemical reactions (264). During a desiccation, the water evaporation involved 
two mains cellular stresses (99). The first one corresponds to the increase of solute 
concentration and the osmotic pressure in the external environment which induces a water 
outlet from the cell (99, 101). The second one corresponds to the complete water evaporation 
where bacteria undergo an oxidative stress due to the exposition with atmospheric oxygen in 
dried state (99, 101). Bacteria have several resistance mechanisms to osmotic stress which 
enhance their survival and acclimation which could be active or passive. The passive 
mechanisms, due to the water outflow, involve molecular desiccation, refolding of such 
molecules, like enzymes, and protecting them from active site alteration (134). They also engage 
a membrane phase transition from to gel phase. The active mechanisms, which occurred in the 
range of physiological water activity (between aW of 0.999 and 0.940) involved accumulation of 
ions and counter-ions inside the cell reducing the loss of water before another response 
permitting the synthesis of compatible solutes, like trehalose for Salmonella enterica (14, 102).  
Bacteria are more resistant in dried state to further decontamination processes usually used, 
like heat treatment (219, 221). This particular resistance to the heat in dried state could also be 
the consequence of the water outflow from the cell involving a very low cell molecular mobility 
and reducing the effects of further thermal treatment by preventing the breaking of disulfide and 
hydrogen bonds or by refolding active molecules to prevent active site injury. The increased 
resistance could also be explained by the active mechanisms taking place during the earlier part 
of drying which activates metabolic pathways permitting to modify membrane composition 
and/or protein productions, resulting in cross-protection (14, 27, 102, 151). For example, drying 
increase thermal resistance of several foodborne pathogens, such as Salmonella enterica or 
Cronobacter sakazakii, due to HSP production occurring during drying (27, 100, 313).  
Heat is a classical and good means to reduce microbiological load in food and it is widely used in 
food industry (314). In liquid media, it is well managed since many years and processes are well 
optimized such as pasteurization or sterilization processes and the mechanisms of bacterial 
inactivation in liquid media are well understood. In fact, for bacteria, heat treatment in liquid 
media is known to break the outer membrane of Gram negative, involving irreversible damages 
(248). Inner membrane is also sensitive to thermal treatment and heating implicates 
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perturbation of biochemical function of the membrane which is deleterious for bacterial cell 
(246, 310). Likewise, protein are simultaneously denaturated by heat treatment which causes 
hydrogen and disulfide bridge breaking and subsequently involves the loss of proteins 
functional structures (246). These two mechanisms are involved in bacterial cells death during 
heat treatment in liquid media and result, on a large scale, to inactivation of bacterial population. 
Contrarily, in dried food, the impact of heat treatment is not well known and improving its 
knowledge will certainly afford to optimize heat treatments in order to preserve the food 
qualities, such as aroma, color, vitamins, while assuring food safety. Heat treatments are easily 
accepted by public opinion at the opposite of other type of treatment, like irradiation (258) and 
a better understanding could lead to an optimal heating condition establishment, by selecting 
optimal deleterious treatment settings for bacterial cells, such as optimal temperature.  
In this study, the impact of drying and successive heat treatment in dried state is appreciated on 
the membrane integrity and enzymatic activity of Cronobacter sakazakii, Salmonella enterica 
subsp. enterica serovar Typhimurium and serovar Senftenberg in milk powder. Dried was 
performed until at two different water activity levels (0.25 and 0.58) and heat treatment was 
carried out at two temperatures (90°C and 100°C) for 0 s, 30 s and 120 s. After treatment, 
membrane integrity and enzymatic activity were investigated through two fluorescent 
molecular probes using a flow cytometer. 

2.4. Materials and methods 

2.4.1. Strains cultivations 

Salmonella enterica subspecies enterica serovar Typhimurium DT104 DSM 10506, Salmonella 
enterica subspecies enterica serovar Senftenberg 775W DSM 10062 and Cronobacter sakazakii 
CIP 103183T strains were used for this study. All cultures were stored in Tryptic Soy Broth 
(TSB, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Falavier, France) with 20% glycerol (Sigma-Aldrich) at -
80°C. For recovery, bacteria were inoculated on Tryptic Soy Agar (TSA, Sigma-Aldrich) at 37°C 
for 24 h, subsequently five colonies of each bacterium were picked up in 50 mL of Tryptic Soy 
Broth (TSB, Sigma-Aldrich) and incubated for 8 h at 37°C. Suspensions were then diluted in 50 
mL of new TSB in order to reach an Optical Density (OD) of 0.01 at 600 nm. Cultures in 
stationary phase were obtained after 20 h at 37°C. 

2.4.2. Inoculation of powder 

50 mL cultures were centrifuged (3,400 g, 10 min at 25°C) and washed twice with 25 mL of 
Phosphate Buffered Saline (PBS, Sigma-Aldrich). In a final step, supernatant was removed and 
cell pellets were weighed. Milk powder (26% fat, Regilait, Saint-Martin-Belle-Roche, France) was 
added to pellet with a 1:20 ratio (wpellet:wpowder) and homogenized through a mortar. An 
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inoculated milk powder was obtained with an aW near 0.8. The cultivability of bacteria was 
estimated by spread plating method after incubation in TSA media for 24 h at 37°C and recorded 
as CFU/mL.  

2.4.3. Drying process  

To dry inoculated milk powder, hermetic boxes were used, with saturated salt solutions at the 
bottom which regulated the aW and by consequence the atmosphere Relative Humidity (RH). 
Potassium acetate to reach an aW of 0.25 (corresponding to a RH of 25%) and sodium bromide 
(both from Sigma-Aldrich) to have an aW of 0.58 (corresponding to a RH of 58%) were used. 
Atmospheres were maintained under convection using a ventilator (Sunon, Radiospare, France) 
as described in previous work (276). For each strain, inoculated milk powder was spread on 
four small Petri dishes, with near 2 g per Petri dish, and was placed without the lid inside 
hermetic boxes for 16 h in order to reach the final aW level. All drying were performed at room 
temperature. Loss of cultivability after drying was expressed in percentage of initial bacterial 
cells as (N1/N0) × 100, where N1 represents the dried bacterial cell concentration and N0 
represents the initial bacterial cell concentration. The loss of cultivability was also expressed in 
logarithmic reduction as log10(N1/N0).  

2.4.4. Thermal treatment 

0.1 g of dried inoculated milk powder were put into 0.2 mL tube and treated at two different 
holding temperature (90°C and 100°C) for 0 s, 30 s, and 120 s through a thermocycler (Bioer, 
France). Samples were then cooled at 4°C to stop the impact of thermal treatment. Milk powder 
was rehydrated by addition of 1 mL of PBS and agitation for 30 s. Loss of cultivability was 
expressed in percentage of initial dried bacterial cells as (N2/N1) × 100, where N2 represents the 
final bacterial cell concentration and N1 represents the dried bacterial cell concentration. The 
loss of cultivability was also expressed in logarithmic reduction as log10(N2/N1). 

2.4.5. Flow cytometry analysis 

2.4.5.1. Labelling of bacterial cells 

Control, dried, and heated samples were washed before used due to the presence of milk. 1mL of 
the 10-2 dilution (106 bacteria/mL) was washed in equal volume of PBS by centrifugation (3,200 
g, 5 min, 25°C). Propidium Iodide (PI, Invitrogen, France) and 5-Cyano-2,3-ditolyl Tetrazolium 
Chloride (CTC, from kit BacLight RedoxSensor, Invitrogen, France) were used in this study to 
assess the membrane integrity and the respiratory activity, respectively. PI stock solutions were 
ready for use at 1 mg/mL and CTC stock solution was made up at 50 mM in filtrated distilled 
water. 300 µL of bacterial suspension was labelled with 3 μL of PI and 3 μL of CTC stock 
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solutions (final probe concentrations of 10 μg/mL PI and 5 mM CTC), independently. Incubation 
was performed at room temperature for PI for 20 min and at 37°C for CTC for 30 min. 

2.4.5.2. Flow cytometry conditions 

Each labelled bacterial suspension was analyzed directly after incubation in an Accuri C6 
cytometer (BD accuri, France) with excitation at 488 nm. Detection threshold was set on 
forward (FSC) scatter signals to reduce electronic and small-particle noise. The optical filter 
used for both dye was FL2 (585 nm). Typically, signals from 10,000 cells were acquired and 
analyzed for each sample using the BD accuri Csampler software (v 1.0.264.21, BD accuri, 
France). The percentages of permeabilized and unrespiring bacteria were adjusted in relation to 
the control (i.e. 100% of permeabilized bacteria for PI and 100% of unrespiring bacteria for 
CTC). Assuming that permeabilized and unrespiring bacteria are exclusively inactivated bacteria, 
we expressed the corresponding percentage as a part of inactivated bacteria only. By 
consequence, percentages of inactivated bacteria were adjusted to 100% and percentages of 
permeabilzed and unrespiring bacteria were adjusted in consequence. 

2.4.6. Statistical analyses 

All experiments were performed in independent triplicates. The effects of the factors on the 
thermal treatment were evaluated for each bacterium by analysis of variance (ANOVA) using R 
software (278). Significance was evaluated when p-value was equal or under 0.05. 

2.5. Results 

Results are presented in two parts: firstly, the effect of drying and, secondly, the heating effect in 
dried state on the cultivability, the membrane integrity and the enzymatic activity of C. sakazakii, 
S. Typhimurium and S. Senftenberg. 

2.5.1. Impact of drying on bacterial cells 

The impact of drying on cultivability of each strain at different aW was presented in Figure 38. 
ANOVA test did not reveal significant difference among values. For C. sakazakii, 64.5% (‒ 0.45 
log) and 78.9% (‒ 0.68 log) of initial bacteria were uncultivable after drying at an aW of 0.25 and 
0.58, respectively. Regarding S. Typhimurium, at water activity of 0.25 and 0.58, the uncultivable 
bacteria represented 74.7% (‒ 0.60 log) and 77.2% (‒ 0.65 log) of initial bacteria, respectively. 
Concerning S. Senftenberg, 79.5% (‒ 0.69 log) and 93.0% (‒ 1.22 log) of initial bacteria were 
uncultivable after drying at an aW of 0.25 and 0.58, respectively.  
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Figure 38: Impact of drying on cultivability. Impact of drying on cultivability for each specie; from darker to lighter, 
percentages of uncultivable Cronobacter sakazakii, Salmonella Typhimurium and Salmonella Senftenberg as function of 
water activity level of drying. Error bars represent standard deviation obtained on independent triplicates. 

The impact of drying on permeability of each strain at different aW was presented in Figure 39 
(a). Results were presented by adjusting uncultivable cell ratio (presented in Figure 38) to 100% 
(Figure 39 (a)) and ANOVA test revealed a significant effect of water activity on permeabilized 
cells percentages. For C. sakazakii, S. Typhimurium and S. Senftenberg dried at an aW = 0.25, the 
percentage of permeabilized cells were about 40.6%, 38.7% and 55.6% of uncultivable cells, 
respectively. After a drying at an aW = 0.58, the percentage of permeabilized cells were about 
65.8%, 50.7% and 63.6% of total uncultivable cells for C. sakazakii, S. Typhimurium and S. 
Senftenberg, respectively. Between drying at aW of 0.25 and 0.58, for each strain, a small 
difference was detected, of 18.2%, 12.4% and 8.00% for C. sakazakii, S. Typhimurium and S. 
Senftenberg, respectively. The permeabilized cells were slightly more important after a drying at 
0.58 than 0.25.  
The impact of drying on enzymatic activity, related to loss of respiring capacity, of each strain at 
different aW level was presented in Figure 39 (b). Results were also presented by adjusting 
uncultivable cell to 100%. ANOVA test did not reveal significant difference among conditions. 
Between drying at an aW of 0.25 and 0.58, for each strain, a small different of loss of enzymatic 
activity was observed; from 31.1% to 32.6%, from 45.2% to 36.8% and from 31.5% to 20.5% for 
C. sakazakii, S. Typhimurium and S. Senftenberg, respectively (Figure 39 (b)). For C. sakazakii, S. 
Typhimurium and S. Senftenberg dried at an aW = 0.25, the percentage of unrespiring cells were 
about 48.1%, 60.7% and 39.7% of uncultivable cells, respectively. After a drying at an aW = 0.58, 
the percentage of unrespiring cells were about 41.3%, 47.6% and 21.8% of uncultivable cells for 
C. sakazakii, S. Typhimurium and S. Senftenberg, respectively. Between drying at aW of an aW of 
0.58 and 0.25, for each strain, a small difference was detected, of 6.8%, 12.8% and 17.9% for C. 
sakazakii, S. Typhimurium and S. Senftenberg, respectively. The unrespiring cells were more 
important after a drying at an aW of 0.25 than 0.58. 
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Figure 39: Impact of drying on permeability and enzymatic activity of Cronobacter sakazakii, Salmonella Typhimurium 
and Salmonella Senftenberg. The number of uncultivable cells was so adjusted to 100% (presented on the left); from 
darker to lighter, percentages of uncultivable Cronobacter sakazakii, Salmonella Typhimurium and Salmonella 
Senftenberg, (a) Impact of drying on permeability for each specie reported to uncultivable cells (right axis). (b) Impact 
of drying on enzymatic activity of each specie reported to uncultivable cells (right axis). Error bars represent standard 
deviation obtained on independent triplicates. 

If percentages of permeabilized and unrespiring bacteria were compared, drying at an aW = 0.25 
was represented equally by both bacterial alterations. At an aW = 0.58, uncultivable cells were 
more represented by permeabilized bacteria than unrespiring bacteria. ANOVA test on all drying 
data revealed a significant aW effect but no difference between the two dyes and among bacterial 
strains.  

2.5.2. Impact of heat treatment on bacterial cells 

Impact of heat treatment on bacterial cultivability, permeability, and enzymatic activity was 
presented on Figure 40 and 41. The results were obtained for 90°C and 100°C for 30 s and 120 s 
of treatment in closed vessel. The results obtained after heat treatment were compared with 
results obtained after drying in order to discern only the impact of heating. 



Chapitre 4 : Mécanismes de mort cellulaire 

124 
 

 
Figure 40: Impact of heating in dried state on cultivability of Cronobacter sakazakii, Salmonella Typhimurium and 
Salmonella Senftenberg. Impact of heat treatment on cultivability for each specie; from darker to lighter, percentages of 
uncultivable Cronobacter sakazakii, Salmonella Typhimurium, and Salmonella Senftenberg as function of heating 
conditions, namely water activity of milk powder (0.25 or 0.58), heating temperature (90°C or 100°C) and time of 
treatment (30 s or 120 s). Error bars represent standard deviation obtained on independent triplicates. 

Impact of heat treatment on bacterial cultivability was presented in Figure 40. ANOVA test 
revealed significant effect of temperature, time and strains on the bacterial inactivation. For each 
bacterium, the uncultivable bacterial cell ratios or loss of cultivability were more important for 
an aW = 0.58. In the same way, they were more important for high temperature (100°C) and long 
treatment time (120 s). For each bacterium, the lowest percentage of uncultivable bacteria and 
loss of cultivability were observed for a milk powder at an aW of 0.25 treated at 90°C for 30 s. 
After 120 s at 100°C on a milk powder at 0.58, cultivability of both Salmonella serovars were 
under the detection limit of the method (see Figure 40). 
The impact of heat treatment on the permeability of each strain for different heating conditions 
was presented in Figure 41 (a). Results were presented by adjusting uncultivable cell ratios to 
100% and subtracting the effect of drying; namely, the percentage of permeabilized cells 
observed after drying was subtracted to the percentage of permeabilized cells observed after 
drying and heat treatment to observe only the impact of heat treatment in dried state. ANOVA 
test revealed a significant effect of strains and time treatment on permeabilized cells 
percentages. S. Senftenberg represented the less permeable bacterium after heat treatment. 
With the increase of time treatment, the permeability increased. For all strains, the percentage of 
permeabilized among uncultivable cells represented less than 20% except for heat treatment at 
100°C for 120 s for which an increase in permeability was observable. The permeabilized cells 
were more important after a heat treatment of a milk powder at 0.58 than 0.25 for a same 
condition. For example, for S. Typhimurium treated at 100°C for 120 s, percentage of 



Chapitre 4 : Mécanismes de mort cellulaire 

125 
 

permeabilized bacteria represent 28.5% and 41.3% for a milk powder at 0.25 and 0.58, 
respectively.  

 
Figure 41: Impact of heating in dried state on permeability and enzymatic activity of Cronobacter sakazakii, Salmonella 
Typhimurium and Salmonella Senftenberg. The number of uncultivable cells was so adjusted to 100% (presented on the 
left); from darker to lighter, percentages of uncultivable Cronobacter sakazakii, Salmonella Typhimurium and 
Salmonella Senftenberg, (a) Impact of heat treatment on permeability for each specie reported to uncultivable cells 
(right axis). (b) Impact of heat treatment on enzymatic activity of each specie reported to uncultivable cells (right axis). 
Error bars represent standard deviation obtained on independent triplicates. 

The impact of heat treatment on enzymatic activity of each strain for different heating 
conditions was presented in Figure 41 (b). Results were presented by adjusting uncultivable cell 
to 100% and subtracting the effect of drying. ANOVA test revealed a significant effect of water 
activity on bacterial inactivation. More unrespiring bacteria were detected after a heat treatment 
at aW = 0.58 than at aW = 0.25 For all strains, the percentage of unrespiring bacteria among 
uncultivable cells represented between 40% and 75% of uncultivable bacteria.  
If percentages of permeabilized and unrespiring bacteria were compared, percentages of 
unrespiring bacteria were much higher than percentages of permeabilized bacteria (from 2 to 5-
fold higher). ANOVA test on all drying data revealed a significant aW effect and a difference 
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between the two dyes. For example, for C. sakazakii heated at 90°C for 30 s in a milk powder at 
an aW of 0.58, uncultivable bacteria were represented by 23.5% and 64.5% of permeabilized and 
unrespiring bacteria, respectively. At 90°C, the sums of percentage of permeabilized and 
unrespiring bacteria represented between 70% and 90%, 45 and 70% and, 50% and 85% for C. 
sakazakii, S. Typhimurium and S. Senftenberg, respectively. At 100°C, the sums of percentage of 
permeabilized and unrespiring bacteria represented between 70% and 100%, 65% and 99% 
and, 60% and 90% for C. sakazakii, S. Typhimurium and S. Senftenberg, respectively. 

2.6. Discussion 

In this study, the loss of cultivability of three foodborne pathogens was studied after drying and 
then after heat treatment in dried state. The percentage of bacterial cells which present 
permeabilized membrane and loss of enzymatic activity after treatment were also evaluated in 
order to better understand the origin of the loss of cultivability.  
The loss of cultivability of each strain after drying was not different after drying at 0.25 and 0.58. 
Nevertheless, the loss of cultivability is more important after heat treatment at an aW of 0.58 
than at an aW of 0.25, as shown in a previous study. It is already well known that the decrease in 
aW increases the thermal resistance of microorganisms, well demonstrated for Salmonella 
enterica, Lactobacillus plantarum and also for Saccharomyces cerevisae (220). For example, for 
heat treatment at 72°C in sucrose solution, the necessary time to Salmonella Typhimurium to 
obtain 3 log decrease dropped from 4.0 min to 1.0 min for an aW at 0.65 and 0.90, respectively. In 
our study, C. sakazakii appeared as the more resistant specie which was still detectable after a 
heat treatment at 100°C for 120 s at 0.58 when both Salmonella serovars were not detectable 
(Figure 3). Indeed, C. sakazakii is often considered as the more resistant Enterobacteriaceae in 
dried state as found in this study (230). 
To study the impact of drying and heat treatment in dried state on bacterial cells, PI and CTC 
were used. In first hand, the use of PI is well known and used for measure membrane 
permeability (315). Contrary to eukaryotic cells, no evidence in literature showed that PI is 
incorporated by non-permeabilized bacterial cells (316). Also, it has been shown on several 
bacterial species, such as Microbacterium frederiksbergense, Sphingomonas sp. LB126, 
Shewanella oneidensis MR-1, Bifidobacterium lactis and Shewanella decolorationis S12, that 
after long incubation times, bacterial cells are able to repair membrane permeability (317–319). 
Consequently, as we used it after a short time period at the end of stress, PI permits a good 
estimation of the membrane permeability. In the other hand, the tetrazolium salts, whose CTC, 
are often used to detect physiological activity. CTC is a fluorescent marker for the detection of 
bacterial respiration through dehydrogenase activity (an enzyme of the respiratory chain). In 
the cellular electron transport system, tetrazolium salts function as artificial redox partners 
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instead of the final electron acceptor (oxygen); thus, CTC indicates the respiration activity by 
production of formazan product which is impermeable to cellular membranes (320–323). By 
consequence, non-fluorescent cells represent dead bacteria due to a loss of membrane integrity 
or enzymes and protein denaturation. In our case, the use of CTC and PI permits to differentiate 
the unrespiring bacteria due to a membrane permabilization and due to an enzyme 
denaturation. 
As no difference was detected between the percentage of permeability and the one of 
unrespiring bacteria, the percentage of unrespiring population can be therefore attributed to 
permeabilized cells. The link between death during drying and membrane permeability was well 
studied on Saccharomyces cerevisiae by Simonin et al. (2007) who observed that membrane 
permeability largely increases in water-glycerol solutions with osmotic stress and rehydration 
intensities (146). For E. coli, a similar observation was done with formation of vesicles during 
dehydration (142). Consequently, the authors have proposed that an intense dehydration 
involved membrane invagination or vesicle which can then lead to membrane permeabilization 
during rehydration after a drying. The proposed hypothesis is the cellular lyse or 
permeabilization during rehydration due to the lack of membrane relative surface to vesicle 
formations. By consequence, this step can promote bacterial permeability (142, 147). 
The unexplained percentage of uncultivable cells could be attributed to presence of viable but 
not cultivable bacteria (VBNC). VBNC bacterial cells respire and present an integer membrane 
but are not able to develop on classical media (324–326). Notably, S. enterica is known to 
produce VBNC during drying, due to the activation pathway which need RpoS transcription 
factor also essential for osmotic stress response (324). More than drying, several environmental 
factors are known to induce VBNC state such as antibiotic pressure, high/low temperature, 
starvation, chlorination, change in the pH, and oxygen stress. Bacteria can resuscitate from VBNC 
state with an ideal ratio of carbon source and inorganic elements (324). We can suppose that 
our conditions for CFU enumeration were not sufficient to activated bacterial cell in VBNC state. 
During a heat treatment, in our study, results clearly showed that the loss of cultivability is 
better explained by loss of enzymatic activity than by loss of membrane integrity. Indeed, as a 
difference was detected between the percentage of permeability and the one of unrespiring 
bacteria, the percentage of unrespiring population can be therefore attributed to permeabilized 
cells. Several causes of loss of cultivability were previously identified for microorganisms after 
heating in liquid media but no results on pathogen inactivation after heat treatment in dried 
state were reported until now to our knowledge. Some studies were performed at low water 
activity in liquid media where the cell inactivation was associated to an increase in membrane 
permeability (30, 303, 327, 328). For E. coli in liquid media, Guyot et al. (2010) demonstrated 
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the importance of structure, fluidity, and permeability maintenance of membrane during heat 
treatment(310). Moreover, Chang et al. (2009) presented electron micrograph analysis showing 
that heat shock treatment caused damage and disruption in C. sakazakii cells, notably in outer 
membrane (248). In our case, it is also possible to assume that this increased permeability after 
heat treatment is a worsening of drying impact on membrane integrity. Depending on the 
duration and severity of the heat stress, the accumulation of defective proteins can result in the 
bacteria cell inactivation. Importantly, it was already shown that liquid heating promotes 
protein denaturation and/or aggregation (246). Hence, the alteration of biomolecules can be 
explaining the major part of the bacterial inactivation during heat treatment in dried state.  
The unexplained percentage of uncultivable cells, maximum 53.5%, could be attributed to other 
alterations occurring in bacterial cells. For example, it could be due to the alteration of some 
vital biomolecules more sensitive to heat than the two models studied here. Also, it is well 
known that ribosomal denaturation is another cause of bacterial inactivation during heating and 
preventing the de novo protein synthesis during bacterial recovery (329, 330).  

2.7. Conclusion 

This study analyzed and compared damages to cellular components, leading to death during 
drying and successive heat treatment in dried state for three foodborne pathogens in milk 
powder at two different water activities and two heating temperatures. Results showed that 
membrane permeability is more implicated in bacterial inactivation (between 20% and 40%) 
during drying than the loss of enzymatic activity is mainly implicated and clearly showed that 
loss of enzymatic activity in bacterial inactivation (between 70% and 80%) during heat 
treatment in dried state. All these results permit to propose different main death causes during 
these two types of process commonly found in food industry, notably during heat treatment 
where the major death cause appears to be different in dried state (enzyme or protein) from 
liquid state (membrane). A better understanding of these phenomena and the role of water 
activity and temperature would certainly permit to optimize food process to insure food safety 
by fixing the most deleterious conditions for bacterial cells during both treatments. For example, 
a time-temperature scale seems to be well adapted for bacterial inactivation by heat treatment 
while the death induced by drying seems to be linked to an aW level, corresponding to membrane 
damage occurrence. Nevertheless, results concern only some foodborne pathogens in milk 
powder and the conclusion has to be extended by further works on others species and 
substrates. Also, some other works could be done to determine optimal conditions for other 
foodborne pathogens. 
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3. Conclusion du chapitre 

 
 

Dans ce chapitre, des traitements thermiques ont été effectués sur de la poudre de 
lait inoculée avec les pathogènes étudiés. Il a ainsi été possible d’observer leurs 
effets sur la membrane et l’activité respiratoire des bactéries en lien avec la perte de 
cultivabilité ou l’inactivation de Salmonella Typhimurium, Salmonella Senftenberg et 
Cronobacter sakazakii. Nos résultats ont montré que la perte de cultivabilité est liée 
à une augmentation de la perméabilité de la membrane et à une diminution de 
l’activité enzymatique. Néanmoins, après traitement thermique, l’inactivation 
bactérienne est majoritairement liée à la perte d’activité respiratoire. L’ensemble 
des observations réalisées dans ce chapitre nous ont permis de mieux comprendre 
les causes de l’inactivation bactérienne pendant les procédés étudiés. Ces résultats 
pourraient permettre d’optimiser les procédés de séchage et de décontamination 
thermique. Par exemple, un couple temps-température semble être bien adapté pour 
l'inactivation bactérienne par traitement thermique, qui concerne essentiellement la 
dénaturation des protéines alors que la mort induite par séchage pourrait être lié à 
un niveau d’aW seuil, correspondant par exemple à un changement de phase 
membranaire. Pour que ce travail soit complet, il nous a paru indispensable de 
s’intéresser dans une dernière partie à l’impact du séchage et du traitement 
thermique sur la virulence des bactéries pathogènes (Chapitre 5).  
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Cette partie a fait l’objet d’un article scientifique en préparation : LANG, E., ZOZ, F., GUYOT, S., ALVAREZ-
MARTIN, P., PERRIER-CORNET, JM. ET GERVAIS, P. (2016). Virulence of Cronobacter sakazakii and Salmonella 
enterica in milk powder exposed to drying and successive heat treatment 

1. Introduction 

Les bactéries que l’on retrouve dans les produits alimentaires rencontrent de nombreuses 
contraintes environnementales, comme le séchage ou le traitement thermique, dans les chaines 
de production.  
Lors d’un séchage, les bactéries mettent en place plusieurs mécanismes actifs de résistance, c’est 
la réponse active au stress (102). Cette réponse active va engendrer l’activation de plusieurs 
voies métaboliques, comme la réponse à un autre stress ou encore en activant des voies 
métaboliques impliquées dans la virulence de la bactérie. Par exemple, le système à deux 
composants PhoQ-PhoP qui détecte un stress acide est connu pour augmenter les propriétés de 
virulence de Salmonella enterica (14). De même, Ye et al. (2015) ont montré que le système à 
deux composants EnvZ-OmpR est plus présent chez une souche sauvage de C. sakazakii que chez 
une souche dont la virulence est atténuée, ce qui suggère que les changements osmotiques sont 
également en lien avec la virulence chez cette espèce bactérienne (209). Par conséquent, le fait 
de sécher un produit alimentaire pourrait avoir un impact sur la virulence bactérienne.  
En outre, une fois à l'état sec, un traitement de décontamination peut être appliqué au produit 
alimentaire, afin d'assurer la sécurité alimentaire. Comme le séchage augmente la résistance des 
bactéries, il est important de voir si le traitement thermique impacte également les propriétés de 
virulence des bactéries. Cette notion peut être de première importance en ce qui concerne les 
nourrissons alimentés avec du lait en poudre ou des préparations à base de lait en poudre. Dans 
ce chapitre, nous décrivons l'impact du séchage et de traitements thermiques successifs sur la 
virulence des pathogènes étudiés dans le lait.  
Les objectifs de ce chapitre sont : 

• Comprendre l’impact du séchage sur la virulence des pathogènes alimentaires 
• Comprendre l’impact du traitement thermique sur la sélection des bactéries déjà 

résistantes au séchage 
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2. Virulence of Cronobacter sakazakii and Salmonella enterica in 

milk powder exposed to drying and successive heat 

treatment 

LANG, E., ZOZ, F., GUYOT, S., ALVAREZ-MARTIN, P., PERRIER-CORNET, J.M. AND GERVAIS, P. 

2.1. Abstract 

Due to the ability of foodborne pathogens to survive in low moisture food, the decontamination 
of milk powder is an important issue in food protection. Nevertheless, the safety of food 
products is not always insuring and the different part of food processing involve physiological 
and metabolically changes. Among these changes, virulence properties can also be affected. In 
this study, the effect of drying and successive thermal treatments on the invasion capacity of 
Salmonella Typhimurium, Salmonella Senftenberg, and Cronobacter sakazakii was assessed. 
Bacteria were dried on milk powder at two different water activities (0.25 and 0.58) and heated 
at two different temperatures (90°C and 100°C) during 30 s and 120 s. After recovery, stressed 
bacterial populations were put on contact with Caco-2 cells to estimate an invasion capacity. Our 
results showed that drying increase the invasion capacity of foodborne pathogens but that heat 
treatment in dried state did not exert a selective pressure on bacterial cells depending on their 
virulence properties after drying. This entire information permits to increase our knowledge on 
food safety on dried food product and step back from food processing. 

2.2. Keywords 

Salmonella enterica, Cronobacter sakazakii, Caco-2, invasion, stress 

2.3. Introduction 

Salmonella enterica is a Gram-negative, facultative anaerobic, motile and non-spore forming 
bacteria which causes human salmonellosis. It is a major pathogen in food industry and is highly 
represented in outbreak across the world, with near 100,000 cases every year in European 
Union (8). Its target population is principally composed of infant and young children (0 - 4 years 
old). Salmonellosis generally causes nausea, vomiting, abdominal cramps, diarrhea (sometimes 
necrotizing), fever, and headache (89). Due to its low infective dose (1 to 10 cells) to cause 
illness in infants and immunocompromised populations, Salmonella is an important issue for 
food safety. In parallel, Cronobacter (formerly Enterobacter sakazakii), another Gram-negative, 
facultative anaerobic, motile and non-spore forming bacteria, is considered as an opportunistic 
pathogen which can cause severe infections with a death rate up to 80%, such as meningitis, 
bacteremia or necrotizing enterocolitis in infants (331). Nevertheless, the infective dose is not 
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well defined and the incidence of this bacterium is largely underestimated. Cronobacter is also a 
great issue for infant formula industries. Consequently, these two bacteria could be responsive 
for severe infection after consumption of food product, especially powdered infant formula.  
This is the reason why the Codex Alimentarius, regulating the food standards, imposes an 
absence of Cronobacter and Salmonella contamination in powdered infant formula, formula for 
special medical purposes and human milk fortifiers (75). Nevertheless, the contamination can 
escape to the food safety analysis (74, 332). In recent years, some cases have been identified 
involving infant formula or milk powder for these two pathogens. However, milk contaminations 
can occur during the transfer to spray-drying and during dried milk handling. This is reflected by 
some outbreaks involving Cronobacter, such as in 1986 in Iceland with 3 cases, in 1988 in USA 
with 4 cases, in 1998 in Belgium with 12 cases, in 2001 in USA with 11 cases, in 2004 in France 
with 3 cases or in 2008 in USA with 2 cases, and Salmonella enterica, such as in 1976 in Trinidad 
with 3,000 cases, in 1986 in UK with 76 cases, in 2005 in France with 141 cases or in 2008 in 
Spain with 42 cases, due to PIF or milk powder (8, 74, 234). 
Foodborne bacteria encounter many stresses in food processing environments and food 
products (15). Drying is one of them and takes place during low moisture food production or 
during surface contamination. It consists in a diminution of environmental water activity (aw) 
which represents the water available for chemical and biochemical reactions. In dried state, 
bacteria are more resistant to decontamination processes usually used, like heat treatment (14, 
21, 333). This is partly due to the stress response induction by activation of metabolic pathways 
permitting to modify membrane composition and/or protein productions (151).  
Stress perception also plays a game in other metabolic pathways, such as activation of some 
virulence genes governed by several two-component systems which sense environmental 
perturbations (102). For example, PhoQ-PhoP permits to sense acid stress which is known to 
increase virulence properties of Salmonella enterica. Also, EnvZ-OmpR, implied in osmotic 
change sensing, could control RNAm and protein regulating HilA, central transcriptional 
activator in S. enterica (14). Likewise, Ye et al. (2015) suggest that osmotic changes is also in 
link with the virulence of C. sakazakii through the direct observation that a virulence strain of 
this bacteria present an higher expression and presence of EnvZ-OmpR than an attenuated 
strain (209). 
Consequently, the fact to transform food can be stressful for foodborne pathogens and may 
impact bacterial virulence (334). Moreover, once in dried state, a decontamination treatment 
can be applied to dried food product in order to ensure the food safety. Like drying increase 
resistance to further decontamination treatment, it is possible to consider that the virulence 
increase may impact the survival to the heat treat treatment. This notion can be of the primary 
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importance regarding infants and especially when they are fed with powdered infant formula 
which can contain foodborne pathogens.  
In this study, we describe the impact of drying and successive heat treatment on virulence of C. 
sakazakii, S. enterica subsp. enterica serovar Typhimurium and serovar Senftenberg. All 
experiments were performed in food product dried at two different aW levels (0.25 and 0.58) 
and heating in dried state at two different temperatures (90°C and 100°C). Then, the invasion 
and multiplication capacity were performed in Caco-2 cells. 

2.4. Materials and methods 

2.4.1. Strains cultivations 

Salmonella enterica subspecies enterica serovar Typhimurium DT104 DSM 10506, Salmonella 
enterica subspecies enterica serovar Senftenberg 775W DSM 10062 and Cronobacter sakazakii 
CIP 103183T strains were used for this study. All cultures were stored in Tryptic Soy Broth 
(TSB, Sigma-Aldrich) with 20% glycerol (Sigma-Aldrich) at -80°C. For recovery, bacteria were 
inoculated on Tryptic Soya Agar (TSA, Sigma-Aldrich) at 37°C for 24 h, subsequently five 
colonies of each bacterium were picked up in 50 mL of Tryptic Soya Broth (TSB, Sigma-Aldrich) 
and incubated for 8 h at 37°C. Suspensions were then diluted in 50 mL of new TSB in order to 
reach an Optical Density (OD) of 0.01 at 600 nm. Cultures in stationary phase were obtained 
after 20 h at 37 °C. 

2.4.2. Inoculation of milk powder 

To obtain an inoculated milk powder (26% fat, Regilait, Saint-Martin-Belle-Roche, France), 50 
mL cultures were centrifuged (3,400 g, 10 min at 25°C) and washed twice with 25 mL of PBS. In 
a final step, supernatant was removed and cell pellets were weighed. Milk powder was added to 
pellet with a 1:20 ratio (wpellet:wpowder) and homogenized through a mortar. The cultivability of 
bacteria was estimated by spread plating method after incubation in TSA media for 24 h at 37°C 
and recorded as CFU/mL. 

2.4.3. Drying process  

To dry inoculated milk powder, hermetic boxes were used, with saturated salt solutions at the 
bottom which regulated the aW and by consequence the atmosphere RH. Potassium acetate and 
sodium bromide (both from Sigma-Aldrich) was used in this study to reach an aw of 0.25 and 
0.58. Atmospheres were maintained under convection using a ventilator (Sunon, Radiospare, 
France) as described in previous work (276). For each strain, inoculated milk powder was 
spread on four small Petri dishes, with near 2 g per Petri dish, and was placed without the lid 
inside hermetic boxes for 16 h in order to reach the final aW level. All drying were performed at 
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room temperature. The cultivability of bacteria was estimated by spread plating method after 
incubation in TSA media for 24 h at 37°C and recorded as CFU/mL. The loss of cultivability was 
also expressed in logarithmic reduction as log10(N1/N0), where N1 represents the dried bacterial 
cell concentration and N0 represents the initial bacterial cell concentration. 

2.4.4. Thermal treatments 

0.1 g of dried inoculated milk powder were put into 0.2 mL tube and treated at two different 
holding temperature (90°C and 100°C) for 0 s, 30 s, and 120 s through a thermocycler (Bioer, 
France). Samples were then cooled at 4°C to stop the impact of thermal treatment. Milk powder 
was rehydrated by addition of 1 mL of PBS and agitation for 30 s. The cultivability of bacteria 
was estimated by spread plating method after incubation in TSA media for 24 h at 37°C and 
recorded as CFU/mL. The loss of cultivability was also expressed in logarithmic reduction as 
log10(N2/N1), where N2 represents the final bacterial cell concentration and N1 represents the 
dried bacterial cell concentration. 

2.4.5. Virulence assays 

2.4.5.1. Caco-2 cells maintenance and preparation 

Caco-2 ACC 169 (DSMZ, Germany) was used in this study. Cells were maintained in flask of 175 
cm² in a complete medium, comprising Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Invitrogen, 
France) supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS, Invitrogen, France), 1% Minimal 
Essential Medium with Non-Essential Amino Acids (MEM NEAA 100X, Invitrogen, France), 2 mM 
L-glutamine (Invitrogen, France) and 100 µg/mL gentamicin (Invitrogen, France). Flasks were 
maintained in humidified atmosphere containing 5% CO2 at 37°C. At confluence, complete 
medium was removed and cells were washed triple in PBS (pH 7.2, Invitrogen, France). 5 mL of 
0.25% Trypsin-phenol red (Invitrogen, France) was added to cover the cell layers and flasks 
were incubated 15 min in humidified atmosphere containing 5% CO2 at 37°C, permitting to land 
Caco-2 cells. Action of trypsin was stopped by addition of 20 mL of complete media. Viable cell 
concentration was estimated through trypan blue (Invitrogen, France). Caco-2 cells were seeded 
at a density of approximatively 300,000 cells per well in 6-well tissue culture plates (Nunc, 
France), containing 3 mL of complete medium per well. Plates were incubated in humidified 
atmosphere containing 5% CO2 at 37°C for 15 to 17 days to obtain a full differentiated cell layers. 
During this period, medium was changed every two days. Before use for virulence assays, cell 
layers were washed triple in PBS (pH 7.2) and 3 mL of complete medium without gentamicin 
were added. 
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2.4.5.2. Bacterial samples preparation 

Control, dried and heated bacterial samples were washed in PBS by centrifugation (3,200 g, 5 
min, 25°C). If necessary, several samples (arising from the same inoculated milk powder) of a 
same conditions were pooled together to reach the fixed bacterial concentration for experiment. 
Counting by CFU were performed after incubation in TSA media for 24 h at 37°C and results 
were expressed as log10(N/N0), where N represented the CFU after thermal treatment and N0 
represented the initial contamination of drying inoculated milk powder. Bacterial concentration 
of each sample was adjusted at 107 CFU/mL.  

2.4.5.3. Invasion and multiplication in Caco-2 cells 

10 µL per well of prepared bacterial sample were added. Following incubation in humidified 
atmosphere containing 5% CO2 at 37°C for 1 h 30, 30 µL of 10 mg/L gentamicin (concentration 
per well of 100 µg/mL) were added before incubated in humidified atmosphere containing 5% 
CO2 at 37°C for 30 min. Then, medium was removed and each well was washed triple with PBS 
(pH 7.2). Caco-2 cells were lysed with 1% Triton X-100 for 5 min. The cell lysates were then 
diluted and plated in TSA Petri dishes and incubated at 37°C for 24 h, permitting to estimate the 
CFU. 

2.4.6. Statistical analyses 

All experiments were performed 5 times independently. The effects of the factors on the thermal 
treatment were evaluated for each bacterium by analysis of variance (ANOVA) using R software 
(278). Significance was evaluated when p-value was equal or under 0.05; in this case a Tukey's 
HSD (Honest Significant Difference) test was performed to observe significant difference among 
conditions. 

2.5. Results and discussion 

In our study, we present the effect of drying and heating in dried state on the invasion in Caco-2 
cells capacity of C. sakazakii, S. Typhimurium and S. Senftenberg. 

2.5.1. Impact of drying on cultivability and bacterial virulence 

The effect of drying on the invasion capacity of studied foodborne pathogens was presented in 
Figure 42. ANOVA test revealed a significant effect of water activity level of the decimal 
logarithm of bacterial population found after invasion test. For C. sakazakii (Figure 1a), HSD test 
revealed two groups significantly different. The first one is represented by the pure culture, with 
3.9 log bacteria (“Control” on Figure 42 (a)) after the invasion test. The second one is compound 
of the three different drying levels (i.e. 0.80, 0.58 and 0.25). The difference between the both 
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HSD groups represent about 0.52 log. For S. Typhimurium (Figure 42 (b)), HSD test revealed two 
groups significantly different. The first one is represented by the pure culture, with 3.8 log 
bacteria (“Control” on Figure 42 (b)) after the invasion test. The second one is compound of the 
three different drying levels. The difference between the both HSD groups represent about 0.54 
log. For S. Senftenberg (Figure 42 (c)), HSD test revealed two groups significantly different. The 
first one is represented by the pure culture and drying at 0.8 aW level, with 3.9 and 4.0 log 
bacteria (“Control” on Figure 42 (c)) after the invasion test. The second one is composed of the 
three different drying levels. The difference between both HSD groups represent about 0.20 log. 
No difference was observed among the different drying level. The drying level of aW = 0.80 
belonged to both groups.  

 
Figure 42 : Impact of drying on the invasion in Caco-2 cells of Cronobacter sakazakii, Salmonella Typhimurium and 
Salmonella Senftenberg. Results of invasion after 1 h 30 are presented in log10(CFU) for a same inoculum of (a) 
Cronobacter sakazakii, (b) Salmonella Typhimurium and (c) Salmonella Senftenberg. “Control” represents the invasion 
of pure culture, “0.80” is directly after the inoculation of milk powder, “0.58” is directly after the drying until an aW of 
0.58 and “0.25” is directly after the drying until an aW of 0.25. Error bars represent the standard deviation calculated on 
independent triplicates. Letters above bars represent the significant differences among conditions resulting of Tukey’s 
HSD test. 
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These foodborne pathogens were commonly involved in outbreaks incriminating milk powder. 
By consequence, the drying represents the first stress encountered in the food processing of 
milk, hence its importance on virulence properties. Many stresses are known to impact the 
virulence capacity of foodborne pathogens, especially for S. enterica which is well studied. The 
most stress studied is the acid stress, for which bacteria can adapt, and demonstrate to increase 
invasion properties of bacterial cells (14, 335, 336). The acid stress response is under the 
control of RpoS, general stress response transcriptional factor (14, 206). This transcriptional 
factor is also implicated in host colonization by activating several genes involved in virulence 
process, such as the spv virulence plasmid regulation gene (206, 311, 337). Moreover, RpoS is 
also known to play a role in other stress response, such as osmotic stress by activating the 
accumulation of ions and compatible solutes through proU activation (14, 151, 338–340). By 
consequence, osmotic stress could also activate such virulence properties. Also, during 
desiccation, an activation of RpoE regulon is also known and this impact the virulence property 
of S. enterica for which RpoE transcriptional factor is essential to succeed inside the host (126). 
Nevertheless, these mechanisms are active and involve metabolic activity to be proceeded. This 
is notably confirmed by results obtained in this study which showed that virulence was 
increased until 0.80 but not between 0.80 and the final aW level. Indeed, physiological water 
activities were between 0.99 and 0.93 or 0.99 and 0.94 for S. enterica and C. sakazakii, 
respectively, permitting an increase of invasion capacity in this water activity range. Even if 
several studies look at the impact of osmotic stress in liquid media (i.e. water/glycerol or salt 
solution), few of them are especially focus on desiccation. 
The loss of cultivability after drying at an aW of 0.25 and 0.58 were represented in Figure 43.  

 
Figure 43 : Impact of drying on the cultivability of Cronobacter sakazakii, Salmonella Typhimurium and Salmonella 
Senftenberg. From darker to lighter, the results are presented for (a) Cronobacter sakazakii, (b) Salmonella 
Typhimurium and (c) Salmonella Senftenberg. Error bars represent the standard deviation calculated on independent 
triplicates. 
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For S. Typhimurium and C. sakazakii, the loss of cultivability was compensated by the virulence 
increase. Indeed, for C. sakazakii, the loss of cultivability represented ‒ 0.45 log and ‒ 0.68 log 
after drying at an aW of 0.25 and 0.58, respectively, while the virulence increase was represented 
by an invasion increase of 0.52 log in both case. In the same way, regarding S. Typhimurium, at 
water activity of 0.25 and 0.58, the uncultivable bacteria represented ‒ 0.60 log and ‒ 0.65 log of 
initial bacteria, respectively, while the virulence increase represented 0.54 log of invasive 
bacteria. Nevertheless, the virulence increase did compensate the loss of cultivability for S. 
Senftenberg, for which the loss of cultivability is about ‒ 0.69 log and ‒ 1.22 log after drying at 
an aW of 0.25 and 0.58, respectively. By consequence, the resistance could impact the disease-
causing potential of bacterial of C. sakazakii and S. Typhimurium. Thus, the ability to deal 
successfully with drying could help bacterial virulence. Finally, it is necessary to step back that 
drying have a potential negative impact on food safety. Its conditions have to be managed to 
insure a minimal activation of several metabolic pathways which could be involved in virulence 
increase. 

2.5.2. Impact of heating in dried state on cultivability and virulent bacteria 

Impact of heat treatment on bacterial cultivability was presented in Figure 44. ANOVA test 
revealed significant effect of temperature, time and strains on the bacterial inactivation. For each 
bacterium, the loss of cultivability was more important for an aW of 0.58. In the same way, it was 
more important for high temperature (100°C) and long treatment time (120 s). For each 
bacterium, the lowest loss of cultivability were observed for a milk powder at an aW of 0.25 
treated at 90°C for 30 s. After 120 s at 100°C on a milk powder at 0.58, cultivability of both 
Salmonella serovars were under the detection limit of the method (see Figure 44). 

 
Figure 44 : Impact of heating on the cultivability of Cronobacter sakazakii, Salmonella Typhimurium and Salmonella 
Senftenberg. From darker to lighter, the results are presented for (a) Cronobacter sakazakii, (b) Salmonella 
Typhimurium and (c) Salmonella Senftenberg. Error bars represent the standard deviation calculated on independent 
triplicates.  
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The effect of heating in dried state on the invasion capacity of studied foodborne pathogens was 
presented in Figure 45. For each bacterium, ANOVA test revealed no significant effect of heating 
conditions compared to drying (“0 s” in Figure 45) on bacteria after invasion test. Dried food 
products were heated to insure food safety; nevertheless microorganisms are more resistant to 
decontamination process in dried state than in liquid media. This is partially due to the low 
water activity which stabilize physiological structure and also due to the cross protection 
mechanisms. 

 
Figure 45 : Impact of heating in dried state on the invasion and multiplication in Caco-2 cells of Cronobacter sakazakii, 
Salmonella Typhimurium and Salmonella Senftenberg. Results of invasion after 1 h 30 are presented in log10(CFU) for a 
same inoculum of (a) Cronobacter sakazakii, (b) Salmonella Typhimurium and (c) Salmonella Senftenberg. Error bars 
represent the standard deviation calculated on independent triplicates. Letters above bars represent the significant 
differences among conditions resulting of Tukey’s HSD test. 
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Notably, the osmotic stress permit to synthetize HSP proteins (Heat Shock Proteins) permitting 
to protect proteins and membrane from alteration due to the heat. The fact that during drying 
some mechanisms can be engage by bacteria permit also to think that the synthetized protein or 
structure an impact on heat resistance and positively or negatively impact resistance to heat 
treatment. Indeed, virulence mechanisms involve synthetize of several protein and factor which 
modify the membrane or cytosol composition which could influence the stress resistance. For 
example, some virulence proteins are membrane proteins and a modification of membrane 
composition could impact on the transition phase (93, 173). Consequently, this could impact 
resistance. In our case, no difference was detected between heated bacteria and dried bacteria, 
suggesting that activation of virulence during drying do not interfere with heat sensitivity. 

2.6. Conclusion 

This study analyzed the impact of stress during drying and successive heat treatment for three 
foodborne pathogens in milk powder. Our results showed that drying until 0.80 significantly 
increased virulence properties of these bacteria. Further drying and following heat treatments 
did not modify virulence properties of the three studied bacteria. All these results permit to 
stand back from food processing and to better understand its impact on health regarding the 
dried food products. Indeed, even if impact of several stress on virulence has already been 
shown, this is the first record of the impact of drying in aerial way on invasion capacity of 
Salmonella enterica and Cronobacter sakazakii. 
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3. Conclusion du chapitre 

 
 

Dans ce chapitre, l’impact du séchage et du traitement thermique sur la virulence 
des bactéries a été étudié. Il a été possible de montrer que le séchage augmente les 
propriétés d’invasion des bactéries grâce à des mécanismes actifs au début du 
séchage (jusqu’à une activité de l’eau de 0,8). Par contre, les propriétés d’invasion 
des bactéries n’augmentent pas lors d’un séchage d’une activité de l’eau de 0,8 à 
une activité de l’eau de 0,58 ou 0,25. Le pouvoir invasif d’une population est lié au 
nombre de bactéries et à leur capacité à se rependre dans les tissus. Il ressort de 
nos résultats que le pouvoir invasif d’une population séchée (comprenant des 
bactéries mortes et des bactéries survivantes) jusqu’à une activité de l’eau de 0,8 
est le même que la population initiale (comprenant uniquement des bactéries 
vivantes), c’est-à-dire que la population de bactéries séchées, présentant un 
nombre de bactéries cultivables moins important, a un pouvoir invasif équivalent à 
la population de bactéries non stressées, possédant un nombre de bactéries 
cultivables plus important . En effet, dans ce cas, la perte de population est 
compensée par l’augmentation de la virulence. Lors d’un traitement thermique à 
l’état sec, aucune évolution de la capacité d’invasion par rapport à l’état sec n’a été 
détectée. De plus, l’augmentation de la virulence lors du séchage ne permet plus de 
compenser la perte de cultivabilité induite par le traitement thermique. L’ensemble 
de ces résultats permet de prendre du recul vis-à-vis des opérations de production 
des produits secs et conforte l’idée que le séchage doit être bien maitrisé. De même, 
le traitement thermique doit être optimisé et contrôlé dans le but d’éliminer au 
maximum la flore pathogène, surtout dans les produits destinés à une population 
sensible. 
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Les impacts du séchage, de la réhydratation et du traitement thermique ont été étudiés sur deux 
espèces pathogènes dans le but de contribuer à rationaliser la décontamination thermique de 
produits secs, notamment à travers la compréhension du rôle spécifique de l’activité de l’eau 
dans les milieux considérés. Cette étude a permis d’établir un modèle prédictif et de définir des 
traceurs biologiques potentiels pour les pathogènes étudiés. Ces travaux ont également permis 
d’apporter des réponses aux interrogations qui sont ressorties de l’étude bibliographique qui 
peuvent se résumer sous trois questions, à savoir :  

• Quel est l’impact du séchage sur les bactéries pathogènes ? 
• Quel est l’impact de la réhydratation sur les bactéries pathogènes ? 
• Quel est l’impact du traitement thermique à l’état sec sur les bactéries pathogènes et 

pouvons-nous le prédire ? 
Les réponses sont successivement présentées dans cette discussion et illustrées par des schémas 
représentant les observations et hypothèses proposées. 

Quel est l’impact du séchage sur les bactéries pathogènes ? 

Lors de la mise en place des travaux, il était évident qu’avant de pouvoir proposer un traitement 
thermique sur des produits secs, il fallait sécher les pathogènes et assurer un maximum de 
survie pendant le séchage. En effet, si nous ne pouvions pas sécher les bactéries en conservant 
un maximum de cultivabilité, il n’aurait pas été possible d’obtenir un suivi significatif de la 
diminution logarithmique de bactéries sèches pendant le traitement thermique. De plus, les 
bactéries Gram-négatives étant sensibles aux fluctuations hydriques, il était donc clair que cette 
étape allait être charnière pour la suite des travaux. En effet, lors des premiers tests, la perte de 
cultivabilité des bactéries pendant le séchage était conséquente. De ce fait, nous nous sommes 
donc intéressés plus en détail à cette étape avec deux objectifs distincts : le premier étant de 
maximiser la perte de cultivabilité pour envisager le séchage comme une étape supplémentaire 
de décontamination et le second étant de conserver un maximum de cultivabilité pour pouvoir 
réaliser par la suite nos analyses en traitement thermique. 
L’impact du séchage a été étudié sur les trois bactéries pathogènes ciblées : Salmonella enterica 
sérotypes Typhimurium et Senftenberg ainsi que Cronobacter sakazakii. Les conditions de 
séchage ont été choisies pour correspondre aux valeurs trouvées pour les produits alimentaires 
secs, c’est-à-dire des activités de l’eau inferieures à 0,60 (6, 33), notamment à celle du lait en 
poudre (0,25 - 0,45) (8, 74). 
Globalement, il ressort de l’ensemble de ces travaux que : 

• Pour optimiser l’inactivation des pathogènes au cours du séchage, il faut : (i) utiliser des 
cinétiques initiales intermédiaires et (ii) atteindre un niveau faible d’activité de l’eau  
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• Le séchage engendre, de façon majoritaire, une augmentation de la perméabilité 
membranaire et, de façon minoritaire, une perte d’activité enzymatique 

• Le séchage engendre une augmentation de la virulence 
• Le substrat est de première importance 

Plus précisément, pendant le séchage, la première diminution de l’aW est engendrée par 
l'évaporation de l'eau ce qui provoque une concentration des solutés dans le milieu 
extracellulaire et donc une augmentation de la pression osmotique. Par conséquent, un 
mouvement d'eau de la cellule vers le milieu extérieur se produit (Figure 46) (100). Ce 
phénomène engendre un stress osmotique qui, même si les bactéries possèdent des mécanismes 
d’acclimatation, conduit à des dommages affectant les macromolécules et les membranes (100, 
276, 279). Ces modifications peuvent être irréversibles, comme la perte de membrane sous 
forme de vésicules, et peuvent diminuer la cultivabilité des bactéries (Figure 46 (a) et (b)). 
Cependant, elles peuvent aussi être réversibles et nécessiter des mécanismes de réparation 
avant que les cellules puissent se développer (280, 281). Ceci explique le temps de reprise de 
croissance supplémentaire observé après séchage dans notre étude. Lors de l’acclimatation des 
bactéries, les mécanismes de réponses aux stress peuvent impacter d’autres voies métaboliques 
comme celles impliquées dans l’expression de la virulence, tel que nous l’avons observé. RpoS 
est connu pour jouer un rôle dans la réponse au stress osmotique (105, 341). Ce facteur de 
transcription est également impliqué dans la colonisation de l'hôte en activant plusieurs gènes 
impliqués dans le processus de virulence chez S. enterica. En conséquence, le stress osmotique 
peut donc activer certaines propriétés de virulence. De même, au cours du séchage, une 
activation du régulon de RpoE a déjà été décrite, sachant que RpoE est essentiel pour la 
virulence de S. enterica.  
Après cette première phase de déshydratation en milieu liquide, les cellules bactériennes sont 
exposées à l’oxygène de l'atmosphère, ce qui génère des espèces réactives de l'oxygène dans les 
cellules et l'accumulation de radicaux libres (19, 100). Plusieurs études en milieu liquide ont 
montré que la mort cellulaire pendant une déshydratation est corrélée à la perméabilisation de 
la membrane, notamment pour Saccharomyces cerevisiae et E. coli (142, 146, 283, 284). 
Cependant, peu d’études ont été effectuées en milieu sec. Il semble que le séchage perturbe 
l’intégrité de la membrane bactérienne et dans une moindre mesure les protéines (276). La 
dénaturation des protéines peut également affecter l'intégrité de la membrane plasmique, qui 
comprend des protéines et des lipides (276).  
Nos résultats montrent que le séchage dans le lait est favorable à la survie bactérienne en 
comparant avec le séchage effectué dans le PBS, ce qui peut être expliqué par la composition du 
lait (109, 287). En effet, les concentrations élevées en disaccharides sont connues et utilisées 



Discussion générale 

147 
 

pour la protection et la conservation de microorganismes secs (288). Le lait comprend en outre 
des protéines et des phospholipides qui peuvent fournir des cibles alternatives à l'oxydation. 
Considérant l’effet du lait observé ici, nous suggérons que le substrat de séchage, et plus 
précisément le couple pathogène-substrat, est un paramètre majeur à prendre en compte pour 
comprendre la perte de cultivabilité des pathogènes pendant le séchage. 
De façon originale, nous avons constaté qu’en sélectionnant les conditions de séchage, il est 
possible d’envisager le séchage comme une étape supplémentaire de décontamination des 
produits secs, en séchant à des vitesses spécifiques (entre −25,2 × 10-4 et −11,2 × 10-4 unité d’aW 
par minute) et jusqu’à de faibles niveaux d’aW (inférieure à 0,25). Des conclusions inverses 
peuvent être tirées vis-à-vis de la préservation de la cultivabilité de microorganismes d’intérêt 
après séchage. De plus, au vu de l’effet du séchage sur la virulence, il parait essentiel de bien 
maitriser les conditions de séchage pour éviter l’activation de la virulence chez les pathogènes 
alimentaires. Enfin, tous les résultats concernant le séchage ont été obtenus nécessairement 
après une étape de réhydratation. Il nous a donc paru intéressant d’étudier l’influence de la 
cinétique de réhydratation sur la cultivabilité. 

Quel est l’impact de l’étape de réhydratation sur les bactéries 

pathogènes ? 

Comme les produits secs nécessitent une étape de réhydratation pour leur analyse et/ou leur 
utilisation, l’influence de cette étape sur la perte de cultivabilité Salmonella enterica sérotypes 
Typhimurium et Senftenberg ainsi que Cronobacter sakazakii a été étudiée (Figure 46).  

• Il ressort clairement de nos résultats que l’inactivation bactérienne est la somme de 
l’inactivation due au séchage seul (déshydratation) et de l’inactivation due à la 
réhydratation.  

De manière originale, il apparait donc que la réhydratation et plus exactement sa cinétique joue 
un rôle important dans l’inactivation bactérienne des pathogènes alimentaires des produits secs. 
L’impact de la réhydratation après un stress hydrique a déjà été mis en lumière pour d’autres 
microorganismes, comme les bactéries Gram-positives (147, 149, 293) et les levures (146, 148). 
Cependant, ces microorganismes étant différents et les stress hydriques étant souvent réalisés 
dans des milieux liquides à faibles activités de l’eau, comme de l’eau glycérolée, il était essentiel 
d’observer l’impact de la réhydratation sur des bactéries Gram-négatives séchées en milieu 
aérien.  
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Figure 46 : Effet de du séchage et de la réhydratation sur les bactéries Gram-négatives, schéma de résultats et d’hypothèses .  
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Il ressort de nos résultats que plus la réhydratation est lente plus l’inactivation bactérienne est 
faible et donc plus la perte de cultivabilité des bactéries due au séchage est faible. Cet effet de la 
réhydratation peut être attribué à deux phénomènes, représentés schématiquement Figure 46. 
Le premier est dû à la formation de replis membranaires puis de vésicules qui peuvent être 
produits pendant la phase de déshydratation rapide, ce qui réduit la surface membranaire 
(Figure 46 (a) et (b)) (101, 142, 146). Lors d’une réhydratation successive très rapide, l’eau va 
rentrer brusquement dans la cellule mais, la surface membranaire disponible étant réduite, une 
rupture membranaire se produit (Figure 46 (b)) (295). A l’opposé, pendant une réhydratation 
très lente, l’augmentation lente du volume cellulaire en lien avec l’entrée progressive de l’eau 
dans la cellule va laisser le temps aux vésicules d’être réincorporées dans la membrane, 
prévenant ainsi sa rupture (Figure 46 (a)). Le deuxième phénomène qui peut expliquer 
l’importance de la réhydratation est l’entrée d’ions et de solutés dans la cellule pendant la phase 
de séchage et plus particulièrement pendant le séchage lent (Figure 46 (c) et (d)). En effet, ces 
ions et solutés compatibles accumulés dans la cellule ressortent moins vite que l’eau ne rentre, 
lors d’une réhydratation très rapide. De ce fait, osmotiquement, le volume d’eau incorporé à la 
cellule sera supérieur au volume initial ce qui va provoquer une rupture membranaire (Figure 
46 (d)).  
Il serait intéressant de confirmer les effets induits par la réhydratation sur plusieurs autres 
produits secs, comme le lait en poudre, et pour plusieurs vitesses de réhydratation afin de 
pouvoir quantifier son importance et éventuellement, à terme, « normaliser » cette étape, aussi 
bien pour les analyses de routine que pour l’établissement des consignes destinées aux 
consommateurs. 

Quel est l’impact du traitement thermique à l’état sec sur les 

bactéries pathogènes et pouvons-nous le prédire ? 

L’impact du traitement thermique a été étudié sur les trois bactéries pathogènes ciblées. Les 
conditions de traitement thermique correspondent à ce qui peut être appliqué en industries 
agroalimentaires. 
Il ressort de cette étude que : 

• L’inactivation des bactéries par la chaleur est grandement diminuée avec la diminution 
de l’activité de l’eau du substrat 

• Il en résulte que les traitements thermiques des produits secs doivent être effectués 
préférentiellement en vase clos afin d’éviter leur séchage 
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• Un modèle prédictif prenant en compte le temps, la température et l’activité de l’eau est 
développé 

• Des traceurs biologiques ont été proposés comme solution alternative 
• La majorité de l’inactivation bactérienne est liée à la perte d’activité enzymatique et donc 

à des dommages aux macromolécules 
• Le traitement thermique n’influence pas la virulence des bactéries par rapport à l’état 

sec avant traitement 
La résistance au traitement thermique est influencée par les propriétés physico-chimiques du 
produit alimentaire traité, comme par exemple le pH, la concentration en sel, le potentiel 
d'oxydo-réduction ou l'activité de l'eau. Dans notre cas, nous nous sommes focalisés sur l’activité 
de l’eau qui est un paramètre important et surtout variable pour les produits dit « secs ». Cela 
nous a permis de proposer un modèle prédictif prenant en compte le rôle du temps, de la 
température et de l’activité de l’eau sur l’inactivation bactérienne.  
Plus particulièrement, le rôle spécifique de l’activité de l’eau est décrit par un nouveau 
paramètre, yaw, qui représente l’élévation de l’activité de l’eau nécessaire pour réduire le temps 
de réduction décimale d’un facteur 5, à une température donnée. De manière générale, les 
valeurs de temps de réduction décimale données dans la littérature sont bien inferieures dans 
les milieux aqueux que dans les produits secs (156, 306). De la même manière, dans le cas de 
notre étude et pour chaque bactérie, le facteur zT, correspondant à l’élévation de la température 
nécessaire pour réduire la valeur de réduction décimale par 10, est 10 fois plus élevé qu’en 
milieu liquide. Cette information confirme l'idée que les faibles activités de l'eau augmentent la 
résistance thermique des bactéries.  
Cette résistance singulière à la chaleur à l’état sec peut être attribuée à deux facteurs principaux. 
Le premier est la faible mobilité moléculaire consécutive à la faible teneur en eau des produits 
secs qui prévient les ruptures des liaisons chimiques responsables de la structure fonctionnelle 
des protéines (274). De plus, cette faible mobilité de l'eau engendre un changement de phase 
membranaire. En effet, la phase membranaire correspondant à l'activité physiologique est une 
phase liquide-cristalline. La phase dans laquelle se trouve la bicouche phospholipidique est 
fortement influencée par des paramètres environnementaux tels que la température ou l'activité 
réduite d'eau (342). Le changement de l'état liquide à l'état gel lors du séchage pourrait affecter 
la stabilité de la membrane face à la température (308). Le second facteur est le phénomène actif 
de protection croisée par l’activation de voies génétiques et métaboliques lors du passage à l’état 
sec (102, 151). Cette protection croisée est bien connue pour S. enterica. En effet, les travaux 
antérieurs montrent que le séchage implique une synthèse de protéines de choc thermique 
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protégeant la conformation des protéines en empêchant les dommages sur leur structure et sur 
leur site actif (107).  
Peu d’études se sont intéressées à l’effet du traitement thermique sur les cellules bactériennes 
dans les produits alimentaires secs. Certaines études ont été effectuées à de faibles activités de 
l’eau dans des milieux liquides où l'inactivation des cellules a été associée à une augmentation de 
la perméabilité membranaire (30, 303, 327, 328). Néanmoins, nos résultats montrent que la 
perméabilité de la membrane est responsable d’une part mineure de la perte de cultivabilité 
pendant le traitement thermique à l'état sec et que la dénaturation des biomolécules explique la 
majeure partie de l'inactivation bactérienne pendant le traitement thermique à l'état sec. 
D’autres causes, comme la dénaturation des ribosomes, peuvent également expliquer la perte de 
cultivabilité (329).  
Tous les traitements thermiques ont été réalisés dans des tubes fermés et, par conséquent, la 
teneur en eau de l'échantillon est stable au cours du traitement. Cela permet d’éviter le séchage 
du produit alimentaire lors du traitement thermique. Avec cette constatation, il est possible de 
promouvoir des procédés de traitements thermiques des produits secs en vase clos. Enfin, il est 
intéressant d’observer que le traitement thermique n’affecte pas la virulence des bactéries 
pathogènes survivantes. 
Grâce à l’isolement de bactéries environnementales sur des produits secs de l’entreprise 
partenaire, des bactéries pouvant jouer le rôle de traceurs biologiques ont été proposées. Dans 
un premier temps, il nous a paru essentiel d’utiliser des isolats employables en industries 
agroalimentaires, c’est-à-dire non pathogènes pour l’homme. De plus, les tests thermiques 
effectués à une activité de l’eau de 0,25 et une température de 90°C nous ont permis de vérifier 
leur rôle de traceurs (par comparaison de profils). De plus, nous avons montré que le traceur 
régulièrement utilisé, E. faecium, n’est pas adapté pour le lait en poudre, car trop résistant. Cela 
montre la nécessité de valider le traceur dans les conditions réelle du traitement thermique et 
sur le substrat ciblé.  
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L’objectif principal de cette étude est d’approfondir la compréhension des mécanismes 
d’inactivation de bactéries pathogènes dans les produits alimentaires secs afin d’optimiser leur 
décontamination. Ces produits alimentaires sont fortement incriminés dans les toxi-infections 
alimentaires collectives, notamment à cause de la forte contamination à Salmonella enterica. De 
plus, dans le cadre de la nutrition infantile, Cronobacter spp. est une bactérie dangereuse à cause 
du fort taux de mortalité des rares cas qu’elle provoque. Ces microorganismes sont donc de 
première importance pour étudier l’inactivation bactérienne dans les produits alimentaires secs. 
L’ensemble de ces travaux a permis de répondre à des questions fondamentales mais trouve 
également des débouchés industriels. 
Une partie de ce travail a été consacrée à la compréhension de l’impact du séchage sur des 
bactéries pathogènes.  

� Du point de vue fondamental, nous avons montré que le séchage est une étape cruciale 
pour la cultivabilité des pathogènes et que ses conditions sont des facteurs clés. Le 
séchage sur substrat lait permet notamment une bonne préservation de la cultivabilité 
bactérienne. L’inactivation bactérienne liée au séchage est fortement corrélée à la 
perméabilisation de la membrane plasmique des bactéries tandis que les 
macromolécules sont moins affectées par le séchage. De plus, un séchage modéré (allant 
jusqu’à une activité de l’eau de 0,80) augmente le pouvoir invasif des bactéries 
survivantes. 

� D’un point de vue industriel, le séchage a pu être envisagé comme une étape préalable de 
décontamination. En effet, même si cet effet est substrat dépendant, il a été observé 
qu’en sélectionnant les conditions de séchage, comme l’aW finale (à savoir, dans cette 
étude, une aW faible) ou encore la cinétique initiale (à savoir, dans cette étude, une 
vitesse initiale intermédiaire) il est possible de diminuer la cultivabilité des bactéries et 
la virulence des pathogènes. 

� Pour aller plus loin, ces observations pourraient être étendues à différents types de 
séchage (atomisation, lit fluidisé, …) pour affiner le choix de leurs conditions. Les essais 
réalisés dans ces travaux ont été effectués sur deux types de substrats (un milieu salin et 
du lait) et deux types d’inoculation (en surface et masses). Il serait donc intéressant de 
poursuivre l’étude du séchage mais sur d’autres produits alimentaires secs et d’autres 
contaminants biologiques (virus, bactéries Gram-négatives, etc). De même, le séchage 
peut également être envisagé comme un moyen de décontamination dans d’autres 
domaines, comme les surfaces des industries agroalimentaires (objectif de l’ANR EcoSec, 
voir en annexe) ou encore des hôpitaux.  
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Une deuxième partie de ce travail a été consacrée à la compréhension de l’impact de la 
réhydratation sur l’inactivation des pathogènes.  

� D’un point de vue fondamental, nous avons montré que la réhydratation est responsable 
de la majeure partie de l’inactivation bactérienne pendant un cycle de 
séchage/réhydratation. Globalement, les cinétiques de réhydratation lentes sont 
favorables à la survie bactérienne. 

� D’un point de vue pratique, ces résultats peuvent trouver une application rapide dans les 
analyses de routine car la réhydratation est une étape importante lorsque la cultivabilité 
des pathogènes secs est évaluée.  

� Pour aller plus loin, ces premières observations pourraient être complétées sur 
différents types de produits alimentaires secs, mais également sur deux types de 
contamination (surface et masse). De plus, l’étape de réhydratation doit être 
standardisée aussi bien pour l’analyse microbiologique de routine que pour la 
réhydratation des produits secs chez le consommateur. 

Une troisième partie de ce travail a été consacrée à la compréhension de l’impact des 
traitements thermiques sur les bactéries pathogènes.  

� Du point de vue fondamental, cette étude a permis de montrer que l’efficacité du 
traitement thermique de la poudre de lait dépend grandement des facteurs temps, 
température et activité de l’eau. Plus l’activité de l’eau est faible, plus la décontamination 
thermique de la poudre de lait est difficile. Nous avons pu proposer un modèle 
loglinéaire prenant en compte l’importance de ce facteur. De plus, il est clair que le 
traitement thermique affecte fortement les macromolécules, de par la forte perte 
d’activité enzymatique observée dans cette étude. Il affecte également en moindre 
mesure l’intégrité membranaire. 

� D’un point de vue industriel, les conditions du traitement thermique pourront être fixées 
ou optimisées à l’aide du modèle proposé. De plus, les traceurs biologiques proposés 
dans cette étude pourront servir pour la validation de procédés thermiques afin de 
s’assurer de l’inactivation de Salmonella enterica. Par ailleurs et au vu de l’importance de 
l’activité de l’eau sur l’inactivation des bactéries, il faut impérativement éviter le séchage 
du produit pendant le traitement thermique, c’est pourquoi des procédés de traitement 
thermique en vase clos devraient être privilégiés, sachant qu’actuellement beaucoup de 
produits secs sont traités en continu dans des systèmes ouverts. 

� Pour aller plus loin, le modèle proposé dans cette étude doit être étendu à d’autres 
pathogènes alimentaires ou encore d’autres produits secs. De plus, il est possible 
d’envisager de sélectionner d’autres traceurs biologiques avec la méthode établie dans 
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cette étude. De plus, plutôt que de se tourner vers des traceurs bactériens et étant donné 
que nous avons constaté que l’inactivation thermiques des bactéries pathogènes 
étudiées est en lien avec la dénaturation des macromolécules, des traceurs comme des 
enzymes pourraient également être envisagés. 

Finalement, ce travail nous a permis de mieux comprendre l’inactivation des pathogènes 
pendant les étapes clés de la production de produits alimentaires secs. Cette compréhension a 
également donné des éléments permettant d’optimiser la destruction des pathogènes 
alimentaires et peut–être, à terme, de développer de nouveaux procédés. 
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RÉSUMÉ 
 
Les produits alimentaires secs sont courants dans l’industrie agroalimentaire. Cependant, leur innocuité n’est 
pas toujours assurée et de nombreux cas de toxi-infections alimentaires collectives à travers le monde sont 
annuellement recensés. Deux bactéries pathogènes sont particulièrement impliquées, l’une correspond à grand 
nombre de cas, Salmonella enterica, et l’autre est reconnue pour sa capacité à résister aux perturbations 
environnementales, Cronobacter spp.. Une compréhension plus poussée de l’impact du séchage et traitement 
thermique à l’état sec peut permettre une optimisation des procédés de de décontamination des produits 
alimentaires secs et contribuer à réduire le nombre de toxiinfections alimentaires. Dans un premier chapitre, 
une attention particulière a été portée au procédé de séchage de microorganismes pathogènes qui peut, s’il est 
conduit de manière rapide, réduire considérablement la cultivabilité microbienne. De cette façon, le séchage 
peut être considéré comme une étape supplémentaire de décontamination à condition d’en optimiser les 
conditions d’application. Puis dans un deuxième chapitre, l’impact de la réhydratation, rarement traitée jusqu’à 
présent, a été étudié afin de proposer des conditions permettant de maximiser l’inactivation bactérienne. Cette 
étude remet partiellement en cause les dénombrements de bactéries pathogènes dans les aliments qui peuvent 
être, dans quelque cas, sous estimées du fait de l’utilisation de réhydratation rapide. Dans un troisième 
chapitre, l’application de différents traitements thermiques sur du lait en poudre, destiné à une population dite 
sensible, a permis de comprendre le rôle couplé de l’activité de l’eau et de la température sur l’efficacité du 
traitement thermique à l’état sec mais également de proposer un modèle d’inactivation thermique des 
pathogènes. Il a été notamment possible de définir un paramètre représentatif de l’effet de l’activité de l’eau 
(yaw). Les mécanismes de mort cellulaire pour les deux bactéries ont été ensuite étudiés, que ce soit après un 
séchage ou après un traitement thermique. Il apparait clairement que le séchage induit majoritairement une 
perméabilisation de la membrane tandis que le traitement thermique des cellules viables séchées dégrade 
majoritairement l’activité enzymatique en détruisant peu la membrane. Finalement, il a été montré que la 
virulence des deux pathogènes étudiés est augmentée par le séchage mais que le traitement thermique à l’état 
sec n’a pas d’impact sur cette virulence. Les connaissances apportées par cette étude peuvent être utiles d’un 
point de vue industriel, afin d’optimiser au mieux les conditions d’application des différents procédées pour 
une inactivation bactérienne maximale.  
Mots clés : Salmonella enterica, Cronobacter sakazakii, séchage, réhydratation, traitement thermique, 
physiologie, virulence 
 

ABSTRACT 
 
Dried food products are common in food industry. Nevertheless, their safety is not well insured, involving numerous 
outbreaks every years around the world. Particularly, two pathogenic bacteria are of interest, one of them due to its 
number of cases, Salmonella enterica, and the other one due to its ability to survive environmental perturbations, 
Cronobacter spp.. A deeper comprehension of drying and heat treatment in dried state impact could lead to an 
optimization of drying and heating processes, insuring food safety. In the first instance, drying was considered as a 
supplementary decontamination step by optimizing its conditions of use. In a second phase, the rehydration impact 
was studied in order to found optimal conditions of pathogen inactivation. The study questions the rehydration 
currently puts in practice for food safety analysis. In a third phase, several heat treatments on a dried food product, 
intended to susceptible population, permitted to understand the specific role of water activity on the efficiency of 
heat treatment in dried state, and also propose a modelling for bacterial heat inactivation. In addition, it was 
possible to define two new parameters which represent the effect of temperature (zT) and the effect of water 
activity (yaw). Fourth, cellular death mechanisms for both studied bacteria, during the drying or during the heat 
treatment, were considered. It was clear that drying involved mainly membrane damages whereas heat treatment 
involved mainly enzymatic damages. Finally, in a fifth part, it was shown that virulence properties of both studied 
bacteria were affected by drying, increasing invasion capacity, but not by heat treatment in dried state. To finish, the 
knowledges brought by this study are useful for industrial point of view, in the case of drying and heat process 
optimization and also by proposing biological indicators to valid process efficiency in situ. 
Keywords: Salmonella enterica, Cronobacter sakazakii, drying, rehydration, heat treatment, physiology, virulence 


