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Introduction 
 

Introduction 

La contamination biologique correspond à la présence d’un élément biologique indésirable ; 

bactérie, champignon, virus et toxine dans un produit, ou dans l’environnement ; eau, air et 

surface. Elle peut avoir des conséquences importantes tant sur le plan économique que sur le 

plan de la santé humaine car les agents biologiques peuvent être l’origine de maladies chez 

l’homme : infections, intoxications, allergies et cancers. Pour cela, les industries de différents 

secteurs en l’occurrence ; agro-alimentaires, pharmaceutiques, micro-électroniques...; 

recherchent des moyens pour réduire et éliminer cette contamination (Emilie et al., 2018).  

En effet, la contamination est combattue par la stérilisation qui est un processus de destruction 

complète de toutes les formes de vie en particulier les microorganismes et les autres agents 

biologiques tels que les prions présents dans une surface, un objet ou un fluide spécifique 

(Guerrouf et al., 2020). 

Les moyens de stérilisation peuvent être des traitements thermiques qui détruisent les 

microorganismes en provoquant une coagulation des protéines et une dégradation des 

structures chromosomiques du noyau des microorganismes (Julia et al., 2018). Ou bien des 

rayonnements électromagnétiques; UV, Bêta, Gamma et X ; qui assurent un bombardement 

plus ou moins fortement énergétiques détruisant ainsi les structures internes du noyau des 

microbes (ADN ou ARN) (Saharnaz et al., 2020). De plus, la voie chimique de la stérilisation 

met le germe en contact avec des molécules chimiques spécifiques; l’oxyde d’éthylène et le 

peroxyde d’hydrogène; détruisant généralement le métabolisme et surtout le noyau du germe 

(Namitaet al., 2018).  

Ces méthodes de stérilisation sont confrontées un grand défi qui est l'incapacité de détruire les 

microorganismes récalcitrants qui ont la faculté de former des spores, hautement résistantes 

aux divers facteurs de stress et de traitements draconiens et sévères, qui peuvent survivre 

durant des périodes de temps extrêmement longues (Jui-Hong et al., 2018). Pour cela, les 

spores microbiennes sont utilisées comme indicateurs biologiques (IB) pour vérifier 

l’efficacité des techniques de stérilisation (Johnson, 2012).  

De ce fait, il n'existe pas une technique de stérilisation universelle, pour cela un système de 

stérilisation très efficace, surtout, pour inactiver les microorganismes récalcitrants doit être 

sélectionné. Dans cette optique, il nous a donc paru nécessaire de mener cette étude dans le 

but de mettre la lumière sur : 
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 Evaluation de fiabilité de six différents systèmes de stérilisation ; thermiques et non 

thermiques sur quelques microorganismes. 

 Détermination de la méthode de stérilisation la plus performante par rapports aux 

autres techniques.  

 Détermination des microorganismes récalcitrants. 

Ce mémoire est scindé en trois grandes parties : 

 Synthèse bibliographique qui rassemble des données générales, partagée en deux 

chapitres ; le premier focalise sur différents systèmes de stérilisation et le deuxième 

sur les microorganismes; 

 Description des protocoles expérimentaux utilisés; isolements et réactivation des  

microorganismes test, différentes techniques de stérilisation appliquées et 

dénombrement; 

 Présentation des résultats obtenus avec leurs discussions et une conclusion finale. 
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1- Synthèse bibliographique 

1.1- Méthodes de stérilisation        

La stérilisation est une technique destinée à éliminer tous les microorganismes pathogènes qui 

comprissent les deux formes ; végétatives et sporulées des germes (Emilie, 2009; Guerrouf et 

al., 2020). Deux types de stérilisation peuvent être distingués selon leur nature ; thermique et 

non thermique.  

1.1.1- Stérilisation thermique 

La stérilisation par chaleur consiste à la destruction des microorganismes à une température 

élevée, généralement supérieure à 100°C, pendant une durée suffisante pour inhiber les 

enzymes et détruire la totalité des microorganismes (Emilie, 2009). En effet, plusieurs 

techniques thermiques peuvent être distinguées ; autoclavage, tyndallisation, chaleur sèche, 

pasteurisation, etc. 

1.1.1.1- Autoclavage   

L’autoclavage est la destruction des microorganismes par le chauffage à lieu sous pression de 

la vapeur d'eau, à une température de 100 à 130°C pendant une durée qui varie en fonction du 

milieu, de la température utilisée et du volume des récipients (Erpicum, 2003). 

- Efficacité  

Pendant la période de chauffage, la vapeur au contact de l'objet à stériliser est toujours à une 

température plus élevée que celui-ci, par conséquent elle se condensera sur ce dernier. A 

l'équilibre thermique, en particulier à la fin de la période de chauffage, le poids de la vapeur 

contenue dans l’autoclave est faible. De ce fait, l’eau condensée est environ mille fois plus 

dense que la vapeur. Cette densité plus élevée de la phase liquide autorise des transferts de 

chaleur pour assurer l'effet sporicide en quelques minutes. De ce fait, l’eau en phase liquide 

permet d'obtenir un effet sporicide rapide, cependant l'eau en phase vapeur permet de mettre à 

profit deux propriétés essentielles des gaz ; leur possibilité de diffuser dans toutes les 

directions et la très grande quantité de chaleur libérée lors de la condensation des gaz 

(enthalpie de vaporisation) ( Dominique, 2019). 

Trois paramètres sont à prendre en compte pour la stérilisation par l’autoclave (Figure 1) ; 

pression, température et temps de stérilisation (Brunod, 1997). En effet, 20 min à 120°C 

suffisent à tuer tous les microorganismes, même les spores bactériennes les plus résistantes 

(Asimus, 2002). L’autoclave induit la dénaturation des macromolécules bactériennes par 
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l’hydrolyse partielle des chaînes peptidiques et la modification de la perméabilité de la 

membrane des spores (Cherif, 2020). 

L'action conjuguée de l'humidité et de la chaleur permet la dénaturation des protéines 

bactériennes par hydrolyse, où, les molécules d'eau viennent former des liaisons hydrogènes 

avec les groupes CO et NH des protéines, déstabilisent ainsi leur conformation naturelle et 

inhibent les mécanismes de duplication moléculaire (Howard, 2004). 

Selon Chenafa et Derbal (2016), la procédure de stérilisation par l’autoclave est résumée dans 

4 phases principales: 

1) Phase de montée de la pression et de la température de l’eau qui sera soit transformée en 

vapeur, soit en eau surchauffée. Cette première phase se fait par différentes phases de 

mise sous vide. Le but étant d’atteindre un vide parfait. 

2) Phase de stérilisation avec une pression constante durant un laps de temps donné. 

3) Phase de diminution du couple eau / pression pour une redescente de la chaleur. 

4) Phase de disparition totale de la pression pour un retour à la pression atmosphérique 

normale. 

 

Figure 1 Autoclave à chargement vertical (Anonyme 1). 

Les principaux avantages d’autoclavage sont la haute efficacité, la destruction rapide 

d'organismes unicellulaires, la destruction de la totalité des microorganismes pathogènes et il 

ne produit pas de résidus toxiques (Chenafa et Derbal, 2016). L’autoclavage a aussi des 

inconvénients ; risque de dénaturer certaines substances telles que les sucres, les protéines et 

les vitamines (Labrouzi, 2019). 
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1.1.1.2- Tyndallisation 

La tyndallisation est une méthode de stérilisation en plusieurs temps, inventée en 1876 par 

l'Irlandais John Tyndall, pour obtenir une meilleure conservation. Elle est utilisée pour tuer 

les endospores résistantes à la chaleur (Banupriy et al., 2020). Elle consiste d’une série de 3 

pasteurisations d’une heure de temps à 70-80°C qu’elles sont séparées par un intervalle de 

24h à température ambiante. La période de repos permettra aux spores de germer en cellules 

bactériennes qui seront tuées par le chauffage du lendemain sans l’emploi d’une température 

excessive (Banupriy et al., 2020).  

- Efficacité 

Le processus de tyndallisation est généralement efficace, mais cela n'est pas considéré comme 

totalement fiable pour détruire certaines spores thermorésistantes qui peuvent survivre, 

germer et se multiplier plus tard. Donc, la méthode de tyndallisation est relativement simple 

mais elle est peu longue (Vandeweyer, 2020). 

1.1.1.3- Chaleur sèche « four Pasteur » 

La chaleur sèche tue les microorganismes en combinant l'oxydation des protéines par 

l'oxygène de l'air et l'enlèvement de l'eau qui est indispensable au maintien de la structure 

protéique (Clem, 1992). 

Le stérilisateur du type Poupinel (Figure 2) ressemble à un four ménagé, non vitré et 

hermétique, muni de grilles permettant d'y déposer les paquets. La chaleur sèche de cet 

appareil ne peut s'utiliser que sur les matériaux supportant des températures élevées comme 

les instruments métalliques, la verrerie et éventuellement le papier et les tissus.  La verrerie à 

stériliser doit être propre et parfaitement sèche, éventuellement bouchée avec du coton et 

emballée dans du papier solide. Elle est alors disposée à l'intérieur du four et subit un 

chauffage à des températures variantes (Cherif, 2019). 

Dans cette technique, deux paramètres sont à prendre en compte ; le temps de stérilisation et 

la température, où 30 min de stérilisation à 170°C suffisent à détruire tous les 

microorganismes, mêmes les spores bactériennes les plus résistantes (Tredese, 2006). 
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Figure 2 Four Pasteur (Maghi et al., 2016). 

Le principal avantage du four Pasteur est la répartition homogène de la chaleur dans l'enceinte 

par un système de ventilation qui assure une stérilisation homogène de matériaux (Tredese, 

2006). Actuellement, la chaleur sèche n'est plus utilisée en chirurgie humaine à cause de ses 

inconvénients, de l'avènement de nouvelles méthodes de stérilisation et surtout parce qu'elle 

est inefficace pour stériliser les agents transmissibles non conventionnels (Beal et al., 2000). 

Il est techniquement impossible de mettre un capteur de température au cœur de la charge, il y 

aura donc un décalage entre la température indiquée et celle réellement obtenue au cœur 

(Brunod, 1997). De plus, le temps nécessaire est considérablement plus long que celui pour 

d'autres méthodes de stérilisation (Tredese, 2006). 

1.1.1.4- Pasteurisation  

La pasteurisation est un traitement thermique d’un produit à des températures comprises entre 

60 et 100°C durant 15 s et le refroidissement doit se faire dans l’immédiat (Figure 3) 

(Fellows, 2017) pour détruire la totalité des microorganismes pathogènes non sporulés et 

réduire significativement la flore végétative. De ce fait, elle présente donc un inconvénient 

majeur qui est l’incapacité de détruire les flores sporulées (Cnokaert, 2017). 
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Figure 3 Schéma explicatif du processus de pasteurisation. 

- Efficacité  

Les activités biologiques inactivées par la pasteurisation sont les flores non pathogènes 

d’altération des aliments, les flores pathogènes et toxinogènes (Salmonella, Brucella, Listeria, 

etc.), les enzymes endogènes comme la lipoxygénase du soja, l’oxygénase qui catalyse 

l’oxygénation des acides gras polyinsaturés, la plasmine présente dans le lait et les enzymes 

intracellulaires nuisibles (Cnokaert, 2017). 

1.1.2- Stérilisation non thermique 

La stérilisation non thermique correspondante à la destruction des microorganismes sans 

l’utilisation des températures élevées (Emilie, 2009). Elle comprise nombreuses techniques.  

1.1.2.1- Lumière ultraviolette 

La lumière ultraviolette (UV) constitue le meilleur exemple de rayonnements non ionisants. 

Cette méthode est efficace pour la stérilisation des dispositifs de laboratoires et elle nécessite 

de contrôler un seul paramètre qui est la dose de radiations. Elle est très utilisée en milieu 

industriel, pour la préparation de divers matériaux qui ne supportent pas les autres moyens de 

stérilisation ; physiques et chimiques (Cherif, 2020). 

L’UV est aussi utilisée pour limiter la présence des microbes dans l'air et dans les laboratoires 

de recherche pour préparer les plans de travail stériles (Gore, 2021). Dans lequel, l’UV 

détériore l'ADN des cellules qui y sont exposées en provoquant la formation de liaisons entre 

des  molécules adjacentes de thymine dans un des brins d'ADN. L'anomalie produite empêche 

la réplication correcte de l'ADN lors de la reproduction de la cellule. Les rayonnements UV 

les plus efficaces pour la destruction de microorganismes ont une longueur d'onde de 260 nm 

(Figure 4), les rayons de cette longueur d'onde sont plus facilement absorbés par l'ADN 

cellulaire. En effet, les UV sont connus pour leur caractère mutagène (Gore, 2021). 
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Figure 4 Position du rayonnement ultraviolet dans le spectre électromagnétique (Yin et al., 2013). 

- Efficacité 

Les rayonnements de cette technique de stérilisation, UV, sont très bactéricide mais peu 

pénétrants. Ils sont généralement utilisés pour une stérilisation superficielle des instruments, 

des surfaces et d’atmosphère des enceintes. Ils sont évidemment très efficaces, mais aussi très 

dangereux qu’ils sont arrêtés par le moindre obstacle (Cherif, 2020). 

1.1.2.2- Filtration 

C’est une méthode de séparation membranaire par laquelle les microorganismes et quelques 

virus sont séparés de mélanges liquides (Guinochet, 1994). Cette technique est utilisée pour 

stériliser les milieux liquides, de faible viscosité, sensibles à la chaleur (Goulet, 2003). Selon 

la taille des pores du filtre, la filtration est distinguée en microfiltration et ultrafiltration. 

- Microfiltration qui élimine les microorganismes en suspension et certains virus. Pour 

réaliser cette filtration, des membranes dont la taille des pores est comprise entre 0,1 et 10 µm 

ont été utilisées pour éliminer toutes les bactéries (Anonyme 2, 2020).  

- Ultrafiltration qui élimine la totalité des virus dont la taille des pores des membranes de 

l’ultrafiltration est comprise entre 0.001 à 0.1 µm (soit 1 à 100 nm). Elle bloque donc les 

bactéries, les levures et la plupart des virus (Anonyme 2, 2020).  

La filtration a une forte capacité de rétention des microorganismes et leurs niveaux de 

performances relativement constants en cours de filtration (Jean, 2015), de plus elle peut être 

utilisée comme alternative de stérilisation par chaleur en cas des produits sensibles à la 

chaleur. Mais la filtration peut seulement être appliquée pour les produits non visqueuses 

(Goullet, 2003). 
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- Filtration de l’air des locaux 

L’accumulation de poussières peut provoquer la prolifération des microorganismes (Desmons, 

2009). Pour cela, la filtration est la méthode adéquate pour protéger les personnes et les 

processus industriels et débarrasser l’air des polluants ; champignons et bactéries allergènes et 

pathogènes. Elle protège les équipements des locaux contre les poussières pour augmenter, 

principalement, leur durée de vie et diminuer leur maintenance (Yakoubi et al., 2018). 

Figure 5 Filtration de l’air (Yakoubi et al., 2018). 

Deux types de filtres peuvent être distinguées selon la taille des contaminants à capter; 

primaire et secondaire (Yakoubi et al., 2018). Les filtres primaires ont pour protéger les 

équipements contre les poussières grossières, les fragments de feuilles et les insectes 

susceptibles de s’y trouver. Cependant, les filtres secondaires qui doivent être changés 

périodiquement ont pour capter les microparticules ; microorganismes (Yakoubi et al., 2018). 

Les filtres à couche poreuse peuvent aussi être classés en fonction de leur efficacité en trois 

groupes (Tableau 1): 

- Filtres à moyenne efficacité (classes G1 à G4) : Filtre plan ; 

- Filtres à haute efficacité (classes F5 à F9) : Filtre à poches, filtre plissé ;  

- Filtres à très haute efficacité ou absolus (classes H10 à H14) : Filtre filtres à haute 

performance HEPA (high-efficiency particulate air)  (Sofia, 2006). 
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Tableau 1 Différentes classes des filtres (Sofia, 2006). 

Eléments à filtrer Classe  Applications 

Insectes, fibres textiles  

cheveux, sables, cendres,  

pollen, ciment. 

G1  

G2 

- Utilisations simples (protection contre les  

insectes). 

G3  

G4 

- Pré filtre et filtre pour les installations de protection civile.  

- Evacuation de l'air des cabines de peinture, des cuisines.  

- Protection anti-pollution pour les climatiseurs (par 

exemple de fenêtre).  

- Pré filtre pour les classes de filtration F6 à F8. 

Pollen, ciment, particules  

salissantes (poussière), germes, 

poussières chargées de 

bactéries. 

F5 
- Filtre sur l'air neuf des  locaux à faible exigence (ateliers, 

garages, entrepôts). 

F5  

F6  

F7 

- Pré filtre et filtre pour les centrales de traitement de l'air.  

- Filtre final dans les installations de climatisation pour 

magasins, bureaux et locaux de fabrication.  

- Pré filtre pour classes F9 à H12.  

Fumées d'huile et de suie  

agglomérées, fumée de  

tabac, fumée d'oxyde 

métallique. 

F7  

F5  

F9 

- Filtre final dans les installations de climatisation pour 

bureaux, locaux de fabrication, hôpitaux, centrales 

électriques, locaux ordinateurs.  

- Pré filtre pour filtres absolus et filtres à charbon actif. 

Germes, bactéries, virus,  

fumée de tabac, fumée d'oxyde 

métallique. 

H10  

H11 

H12  

H13 

H14  

U15 

U16 

- Filtre final pour locaux à haute exigence, laboratoires, 

alimentation, pharmacies, mécanique de précision, industrie 

optique et électronique. 

H11  

H12 

- Filtre final pour salles blanches. 

Vapeur d'huile et suie en  

formation, particules 

radioactives. 

H13  

H14  

U15 

U16 

- Filtre final pour salles blanches Filtre final pour salle 

d'opération. 

- Filtre final pour évacuation d'air des installations 

nucléaires. 
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1.1.2.3- Agents chimiques 

Les agents chimiques sont utilisés pour la désinfection des salles, des plans de travail et pour 

la destruction des germes portés par des instruments souillés. Les désinfectants chimiques 

courants comprennent les alcools, le chlore, les composés chlorés, le glutaraldéhyde, l'ortho-

phtalaldéhyde, le peroxyde d'hydrogène, les composés phénoliques, les biguanides et les 

composés d'ammonium quaternaire (Syed, 2014).  

- Gaz plasma de peroxyde d’hydrogène  

Cette technique est une stérilisation à basse température, réalisée par combinaison des effets 

du peroxyde d'hydrogène et du plasma de peroxyde d'hydrogène. Sous leurs actions, les 

acides nucléiques et la membrane des microorganismes sont détruits. Ce procédé s'applique 

aux matériels thermosensibles. L'action microbicide du peroxyde d'hydrogène est basée sur 

son pouvoir oxydant qui détruit de façon irréversible les systèmes actifs des cellules de 

microorganismes (Vallée, 2020). 

- Oxyde d’éthylène  

L’oxyde d’éthylène (OE ; 1, 2-Epoxyéthane), le plus simple des éthers cycliques, est un gaz 

incolore très diffusible avec une odeur éthérée. C’est aussi un gaz inflammable et explosif à 

une température ambiante. Il est également soluble dans l’eau et dans la plupart des solvants 

organiques (Ahid et al., 2005).   

Cet oxyde a une haute efficacité de stérilisation où il atteint les principaux constituants de la 

matière vivante (ADN, protéines, vitamines, enzymes, etc.). Ainsi, il enlève aux 

microorganismes leur faculté de reproduction par une réaction d'alkylation des acides 

nucléiques des cellules par hydroxyéthylation irréversible au niveau de l’azote des bases 

puriques des phosphates et de certaines protéines. Ce gaz possède des propriétés bactéricides, 

fongicides, virucides et sporicides, il est donc actif contre tous les microorganismes connus, 

sauf les prions (Ahid et al., 2005). 

Le principal avantage de la stérilisation par les agents chimiques est le pouvoir stérilisant 

efficace à basse température, ils sont donc utilisables pour la stérilisation des matériaux 

sensibles à la vapeur d’eau et à la chaleur. Par contre, ils ont des inconvénients ; le pouvoir 

d’explosion en présence d’oxygène et d’air et la toxicité (Vallée, 2020).  

 

https://hal.univ-grenoble-alpes.fr/MEM-UNIV-UGA/search/index/q/*/authFullName_s/Julien+Vall%C3%A9e
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1.1.2.4- Champs électriques pulsés  

Ce traitement consiste à appliquer une haute tension sous forme de courtes impulsions 

électriques à un produit placé entre deux électrodes (Figure 6) (Semmaks, 2018). L’intensité 

d’électricité varie généralement de 0,1 à 5 kV/cm durant 10-1000 μs pour le traitement des 

cellules végétatives et jusqu’à 15-80 kV/cm durant 1-5 μs pour l’inactivation des spores 

(Pierson, 2000 ; Vorobiev, 2010).                                                             

Le principe d’action de cette technique consiste à créer des pores dans la membrane cellulaire 

(Semmaks, 2018), où l’exposition de la membrane à un champ électrique entraine une 

accumulation des charges en surface de la membrane, ce qui augmente le potentiel 

transmembranaire. Cette accumulation des charges, de signes opposés, provoque une 

compression de la membrane cellulaire puis une rupture membranaire qui provoque par suit 

une lyse cellulaire (Savova, 2008). 

Figure 6 Principe de stérilisation par champs électriques pulsés (Zelmat, 2017). 

1.1.2.5- Stress osmotique  

Le stress osmotique correspond à une diminution ou une augmentation de l’osmolarité de 

l’environnement de la bactérie (Csonka, 1989).  Donc, il y’a deux types de stress osmotique ; 

le stresse hypo-osmotique correspond à une diminution rapide de l’osmolarité du milieu 

extérieur, choc hypo-osmotique, qui provoque un afflux d’eau dans la cellule, par conséquent 

une augmentation du volume cellulaire et de la pression de turgescence (Baliarda, 2003). 

Alors que, le stresse hyper-osmotique correspond à une augmentation soudaine de 

l’osmolarité de l’environnement entraine le mouvement de l’eau de la cellule vers l’extérieur ; 

où le volume du cytoplasme diminue. Ce phénomène de plasmolyse peut être détecté 

instantanément par une augmentation de la turbidité du milieu (Koch, 1984 ; Angelis et 

Gobbetti, 2004).  
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En effet, les microorganismes se développent des mécanismes d’adaptation pour peuvent se 

vivre sous stress osmotique (Galinski, 1995). En cas de stress hypo-osmotique, les 

microorganismes mettent en place des mécanismes d’afflux de solutés via des systèmes 

spécifiques (transporteurs secondaires) et non spécifiques (canaux mécanosensibles), afin de 

diminuer la pression de turgescence cellulaire (Alatou, 2019). En cas de stress hyper-

osmotique, les microorganismes ont deux stratégies d’osmorégulationqui ont été décrits pour 

affronter le choc hyper-osmotique ; l’accumulation de sel dans le cytoplasme et 

l’accumulation de solutés compatibles (Alatou, 2019). 

1.2- Microorganismes 

Les microorganismes, aussi appelés microbes ou protistes, forment un ensemble d’organismes 

vivants microscopiques, invisibles à l’œil nu qui est leur seul point commun, car ils diffèrent 

par leur morphologie, leur physiologie, leur mode de reproduction et leur écologie (Perry et 

al., 2004). Il est possible de distinguer, d'une part les micro-organismes procaryotes qui ne 

possèdent pas de noyau comme les bactéries et d’une autre part les 

microorganismes eucaryotes qui ont un noyau. En effet, les eucaryotes microscopiques 

comprennent les champignons en l’occurrence ; levures et moisissures, ainsi les deux types 

de protistes ; algues et protozoaires (Prescott et al., 2003). 

1.2.1- Bactéries  

Une bactérie est un être vivant unicellulaire procaryote de petite taille varie entre 1 à 10 μm et 

de morphologie variable qui présente des caractéristiques propres (Hahn et al., 2004). Elle a 

aussi une membrane cytoplasmique entouré d’une paroi cellulaire; un polymère unique 

entrelacé appelé peptidoglycane rend la paroi rigide. Son cytoplasme ne contient que des 

ribosomes et un seul ADN double brin chromosomique (Tortora et al., 2012). 

Les bactéries n’ont pas de noyau, mais tous les éléments chimiques de l’acide nucléique et des 

protéines sont présents. Bien que leurs besoins nutritionnels varient considérablement, la 

plupart des bactéries sont libres de vivre, si on leur donne une source d’énergie appropriée. 

Elles se divisent par fission binaire et peuvent être cultivées en culture artificielle (Kenneth et 

al., 2004). En effet, certaines espèces de bactéries peuvent sporuler comme Bacillus cereus et 

Clostridium perfringens, alors que les autres ne forment jamais de spores comme Escherichia 

coli. 

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Procaryote
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9rie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Eucaryote
https://fr.wikipedia.org/wiki/Levure
https://fr.wikipedia.org/wiki/Protiste
https://fr.wikipedia.org/wiki/Algue
https://fr.wikipedia.org/wiki/Protozoaire
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1.2.1.1- Bactéries sporulantes  

Contrairement aux bactéries à Gram-, certaines bactéries à Gram + peuvent fabriquer des 

endospores (Figure 7) (Jui- Hong et al., 2018). 

Ces endospores sont constituées d’ADN bactérien, de protéines, d’acide dipicolonique (DPA) 

et de ribosomes qui est utilisé dans une réactivation ultérieure. Elles ont une paroi protectrice 

épaisse avec une membrane interne, un peptidoglycane très solide qui forme la paroi des 

spores et un cortex. Par conséquent, les endospores peuvent tolérer n’importe quelle insulte, 

elles peuvent survivre pendant des centaines d’années (Henrique et al., 2007). Elles sont 

également résistées les températures élevées, mais pas supérieures à 100°C qu’elles peuvent 

les tuer. En effet, la germination des endospores est le processus de leurs réactivation, une fois 

elles sont exposées à l’eau, où elles gonflent et toutes leurs parois protectrices éclatent (Jui-

Hong et al., 2018). 

Figure 7 Structure des endospores (Modugno, 2018). 

Les endospores peuvent survivre à des agressions environnementales qui tueraient 

normalement la bactérie, forme végétative. Ces contraintes comprennent la température 

élevée, l’irradiation UV, la dessiccation, les dommages chimiques et la destruction 

enzymatique, où, les propriétés de résistance extraordinaires des endospores les rendent d’une 

importance particulière parce qu’elles ne sont pas facilement tuées par de nombreux 

traitements antimicrobiens (Jhon, 2018). De ce fait, différents microorganismes forment des 

spores, mais les endospores des bactéries à Gram + sont les plus résistantes aux conditions 

difficiles (Jhon, 2018). Alors, l’endospore est le facteur décisif qui distingue la désinfection 

de la stérilisation, car cette dernière doit la tuer (Jui-Hong et al., 2018). Certaines bactéries 

sont sporulantes en l’occurrence Bacillus et Clostridium. 
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- Bacillus cereus   

Le genre Bacillus est un groupe de bactéries extrêmement diversifié qui comprend à la fois 

l'agent causal de la fièvre charbonneuse, ainsi que plusieurs ses espèces synthétisent des 

antibiotiques importants (Ivanova et al., 2003). En plus, ce genre bactérien a des utilisations 

médicales, où ses spores, en raison de leur extrême tolérance à la chaleur et aux désinfectants, 

sont utilisées pour tester l’efficacité des techniques de stérilisation thermique et les 

désinfectants chimiques. Ce genre est également utilisé dans l'industrie de la fabrication de 

détergents pour sa capacité à synthétiser des enzymes importantes (Graumann et al., 2007). 

Caractéristiques et taxonomie                                                                  

Bacillus cereus est une bactérie à Gram +, anaérobie facultative, sporulée que l'on trouve 

couramment dans le sol et les aliments. Le nom spécifique, cereus, signifiant « cireux » en 

latin, fait référence à l'apparition de colonies cultivées sur gélose au sang (Ryan et al.,2004 ). 

La croissance de cette bactérie est observée à des températures situant entre 10-20 °C et 

35-45 °C, où la température optimale étant d’environ 37 °C (Murray et al., 2007). 

La morphologie de cette bactérie correspond à un grand bacille en forme de bâtonnet de 

1 μm de largeur et 3 à 4 μm de longueur, elle est mobile grâce à une ciliature péritriche (figure 

8) (Vilain et al., 2007).Sa structure cellulaire se compose d'une membrane interne et d'un 

peptidoglycane épais qui sert à maintenir la forme cellulaire (Ticknor et al., 2001), où, la 

partie polysaccharide représente 50% de la paroi cellulaire et se compose d'un polysaccharide 

neutre composé de N-acétylglucosamine. Alors que, la partie acide de la paroi cellulaire est 

composée d’une unité tétrasaccharidique répétée. Par ailleurs, 5% de la paroi cellulaire est 

constituée d'acides techoïques de type ; N-acétylglucosamine, galactose, glycérol et 

phosphore (Severin et al.,  2004). 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Bacille_(forme)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ciliature_p%C3%A9ritriche
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Figure 8 Différentes formes de B. cereus sous microscope optique ; 

A : cellules végétatives, B : spores dormantes (corps réfringent) ou spores en germination (corps 

opaque) (Laouami, 2012). 

Selon Gordon et al. (2000), les espèces du genre Bacillus sont réparties en 3 groupes définis 

suivant la morphologie, la position et la déformation de la spore. B. cereus fait partie du   

groupe I, où la clé de détermination des espèces de ce groupe prend en compte la forme et la 

position de la spore qui est sphérique ou ovoïde, centrale ou terminale; respectivement. Ce 

groupe est constitué des bacilles dont le diamètre est supérieur à 1μm et contenant des 

inclussions de poly-betahydroxybutyrate. Sur le plan taxonomique, B. cereus est classée 

parmi les Firmicutes. 

Règne : Bactéria 

Embranchement : Firmicutes 

Ordre : Bacillales 

Famille: Bacillacées 

Genre : Bacillus 

Espèce : B. cereus 

Ecologie et pathologie  

B. cereus interagit avec d'autres micro-organismes de la rhizosphère et les racines des plantes 

environnantes. Ces dernières, racines des plantes, bénéficient de la présence de cette bactérie 

car elle est capable d'inhiber les maladies des plantes causées par des agents pathogènes de 

protestation et d’améliorer également la croissance des plantes (Jensen et al., 2003). Elle 

produit naturellement les antibiotiques Zwittermicine A et Kanosamine qui inhibent la 

croissance des agents pathogènes des plantes, des oomycètes, de certains champignons et de 

quelques espèces bactériennes (Peterson et al., 2004). En tant que bactérie omniprésente, de 

A B 
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petites quantités sont consommées par les êtres humains à partir des aliments. Par conséquent, 

elle contribue à la microflore intestinale humaine. De plus, B. cereus peut provoquer des 

intoxications alimentaires et des infections en tant qu'agent pathogène opportuniste (Felis et 

al., 2007). Par ailleurs, elle peut produire six types de toxines, à savoir cinq entérotoxines et 

une toxine émétique, qui peuvent être thermostables ou thermolabiles (Logan et al.,2007).   

- Clostridium perfringens 

Les clostridies se sont des anaérobies à Gram+ sporulés, bien que certaines espèces soient 

microaérophiles. Ils sont connus pour produire une variété de toxines dont certaines sont 

mortelles (Maczulak, 2011). 

Caractéristiques et taxonomie                                                                     

Clostridium perfringens est un bacille mésophile qui a une température de croissance 

optimale de 37° C (Kiun et al., 2018). C’est un agent pathogène non mobile qui produit des 

endospores. Cette bactérie produit de l’énergie par respiration anaérobie en utilisant des 

composés autres que l’oxygène tels que le nitrate, comme accepteur final d’électrons (Caim et 

al., 2017). 

C. perfringens est une bactéries à Gram + en forme de tige de diamètre de 5 µm sur 1 µm 

(Figure 9) (Ryan et al., 2004). Elle possède les caractéristiques typiques des bactéries à 

Gram+; une paroi cellulaire épaisse protectrice composée de peptidoglycane entourant une 

membrane interne (Caim et al., 2017). 

 

Figure 9 Différentes formes de C. perfringens spores sous microscope optique. 

A: cellules végétatives. B: spores (Meyer, 2021). 

 

B A 
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Sur le plan taxonomique, C. perfringens est classé parmi les Firmicutes.  

Règne : Bactéria 

Embranchement : Firmicutes 

Classe : Clostridia 

Ordre : Clostridiales 

Famille : Clostridiaceae 

Genre : Clostridium 

Espèce : C. perfringens  

Ecologie et pathologie 

C. perfringens est un agent pathogène dont les cibles principales sont les êtres humains et les 

animaux. Cette bactérie peut se trouver dans de nombreux habitats différents, tels que la flore 

normale du tractus gastro-intestinal (GI) humain et l’environnement comme les eaux usées et 

le sol (Tohru et al., 2002). 

Plusieurs maladies courantes sont associées à cette bactérie, C. perfringens ; l’intoxication 

alimentaire, la gangrène gazeuse (figure 10) et nombreuses maladies vétérinaires. En effet, C. 

perfringens entérotoxine (CPE) est le principal facteur virulent qui déclenche de nombreuses 

maladies GI critiques (John et al., 1999). Cette bactérie est aussi classé en cinq sérotypes A, 

B, C, D et E selon les toxines extracellulaires secrètes; alpha, bêta, epsilon et iota (Deepa et 

al., 2007).  

 

Figure 10 Gangrène gazeuse (Larry et Bush, 2020). 
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1.2.1.2- Bactéries non sporulantes  

Il existe plusieurs espèces bactériennes pathogènes non sporulantes telles que ; Salmonella 

enterica, Bordetella pertussis, Vibrio cholerae et Escherichia coli. 

- Escherichia coli  

Escherichia coli est devenu un organisme modèle pour l'étude de nombreux processus 

essentiels de la vie, en raison de son taux de croissance rapide et de ses besoins nutritionnels 

simples. Les recherches ont des informations bien établies sur la génétique d’E. coli. Pour 

cela, actuellement, les chercheurs intéressent plus sur cette bactérie que sur autres organismes 

vivants (Abbott et al., 2003). 

Caractéristiques et taxonomie  

Escherichia coli, également appelée colibacille et abrégée en  E. coli, est 

une bactérie intestinale des mammifères, asporulée et très commune chez l'être humain 

(Nataro et al., 2007). Elle peut se déplacer au moyen de flagelles péritriches ou être 

immobile. En effet, elle compose environ 80 % de notre flore intestinale aérobie (Farmer et 

al., 2007). 

E. coli est un bacille à Gram -, sa taille varie en fonction des conditions de croissance entre 

0,5 et 3 µm, de poids de 0,5 à 5 picogrammes (Figure 11) (Nataro et al., 2007). Elle possède 

une paroi cellulaire qui se compose d’une membrane extérieure contenant des 

lipopolysaccharides, un espace périplasmique avec une couche de peptidoglycane, une 

membrane cytoplasmique interne. Certaines souches sont capables d’accepter et de transférer 

le plasmide à une destination et en provenance d’autres bactéries. Cette propriété permet à E. 

coli de survivre dans des mauvaises conditions (Reed et al., 2005). 

 

Figure 11 Morphologie d’E. coli ; A : E. coli sous microscope électronique (Bouzide, 2019). B : E. 

coli en coloration de Gram sous microscope optique (Boulade, 2019). 

A B 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Bordetella_pertussis
https://fr.wikipedia.org/wiki/Vibrio_cholerae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9rie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Intestin
https://fr.wikipedia.org/wiki/Mammif%C3%A8re
https://fr.wikipedia.org/wiki/Homo_sapiens
https://fr.wikipedia.org/wiki/A%C3%A9robie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bacille_(forme)
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E. coli appartient à la famille des Enterobacteriaceae. 

Règne : Bacteria 

Embranchement : Proteobacteria 

Classe : Gamma Proteobacteria 

Ordre : Enterobacterales 

Famille : Enterobacteriaceae 

Genre : Escherichia 

Espèce : E. coli 

Ecologie et pathologie  

E. coli peut couramment être trouvée dans l’intestin inférieur des êtres humains et des 

mammifères. Lorsque E. coli est localisé dans le gros intestin humain, elle peut aider les 

processus de digestion ; la dégradation, l’absorption des aliments et la production de vitamine 

K (Parry, 2007). E. coli peut également être trouvée dans des environnements à des 

températures plus élevées, comme sur le bord des sources chaudes. Elle est également utilisée 

comme un indicateur dans le domaine de la purification de l’eau (Barnich et al., 2007). 

Certaines souches de cette espèce, E. coli, peuvent provoquer des infections graves chez de 

nombreux animaux ; les moutons, les chevaux, les chiens, etc. Cette bactérie peut 

pareillement causer des infections des voies urinaires. E. coliO157 :H7 est l'une des souches 

les plus infectieuses qui provoquent une intoxication alimentaire (Champman et al., 2002). 

1.2.2- Moisissures  

Les moisissures se sont des microorganismes eucaryotes, hétérotrophes et filamenteux. Elles 

sont formées de nombreux filaments minces et enchevêtrés (Nicklin et al., 2000). En effet, les 

champignons filamenteux sont des organismes ubiquitaires, on les trouve dans le sol, l’air, sur 

les revêtements de l’homme, des animaux et des plantes (Figarella et al., 2007). Certaines 

moisissures vivent en symbiose avec les végétaux (Nicklin et al., 2000), des autres sont des 

parasites des végétaux comme le genre Alternaria ou des animaux et des saprophytes qui se 

développent sur des déchets organiques tels que le Penicillium (Dedet, 2007).  

La structure des moisissures repose sur leur appareil végétatif appelé thalle, constitué 

d’hyphes ou cellules allongées en forme de filaments tubulaires de 2 à 10 µm de diamètre. 

Ces hyphes comprennent les organites classiques d’une cellule : noyau, mitochondrie, 
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cytoplasme et vésicules. Ils peuvent être cloisonnés ou non et leur association forme le 

mycélium (Boudih, 2011). 

Les moisissures ont deux types de reproduction ; asexuée au cours de laquelle une spore ou un 

fragment de mycélium croit et se développe sur un substrat et sexuée implique la rencontre de 

deux mycéliums de signes sexuels opposés (Boudih, 2011). La plupart des moisissures se sont 

des pathogènes opportunistes comme l'Aspergillus flavus et le Penicillium marneffei, profitant 

d’un affaiblissement de l’hôte pour provoquer une infection. 

- Aspergillus  flavus 

L’Aspergillus fait partie du phylum des Ascomycota. Il existe plus de 185 espèces connues, 

l'espèce la plus célèbre de ce genre est A. flavus, qui produit de l'aflatoxine (Bacchus et al., 

2005). 

Caractéristiques et taxonomie  

L’A. flavus est une moisissure aérobie, relativement ubiquiste, elle semble passer la majeure 

partie de sa vie à se développer en tant que saprophyte dans le sol, où elle joue un rôle 

important en tant que recycleur de nutriments soutenu par les débris végétaux et animaux 

(Scheidegger et al., 2003).  

La température optimale de sa croissance est 30°C, mais elle peut croitre à des températures 

de 12 - 48°C (Hedayatietal, 2007). Cette espèce fongique se développe mieux avec une 

activité de l'eau (Aw) entre 86 et 96 % (Vujanovic et al., 2001). Cette moisissure est diploïde, 

dont le matériel génétique se répartit en huit chromosomes et 13 071 gènes (Yu et al., 2005). 

Elle se reproduit d’une façon asexuée par le développement des mycéliums à partir d’une 

spore soit d’un fragment de mycélium ou d’une façon sexuée lorsque des souches de type 

d'accouplement opposé sont cultivées ensemble (Bruseal, 2009).                         

La colonie d’A. flavus a une couleur verte-jaune, relativement plane avec une marge blanche 

de 1 à 2 mm et une texture poudreuse, alors que le revers est jaunâtre. Les conidiophores sont 

longs et rugueux et les têtes aspergillaires sont majoritairement radiées, bisériées et splittent 

en vieillissant. La vésicule de l’A. flavus est subglobose de 10 à 65 µm de diamètre, tandis que 

les conidies sont oblongues et lisses ou légèrement rugueuses (Figure 12) (Samson et al., 

2006). 
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Figure 12 Morphologie d’A. flavus. 

A: Aspect microscopique (Pasqualotto, 2007), B : Aspect macroscopique (Azzahra, 2021).  

La classification d’Aspergillus est basée principalement sur des différents caractères 

morphologiques et culturaux (Hedayati et al., 2007) : 

Règne : Fungi 

Embranchement : Ascomycata 

Classe : Eurotiomycetes 

Ordre : Eurotiales 

Famille : Aspergillaceae 

Genre : Aspergillus 

Espèce : A. flavus 

Ecologie et pathologie 

A. flavus habite un large éventail d’environnements, où la prévalence de cette moisissure a 

conduit certains chercheurs à la considérer comme omniprésente. Elle pousse plus facilement 

sous des climats chauds et prospères sous des latitudes tropicales. Plus précisément, cette 

espèce répond le mieux aux températures comprises entre 36°C et 38°C. De plus, cette 

moisissure fleurit dans des endroits plus secs comme les régions désertiques (Scheidegger, 

2003). Elle s’agit principalement d’un saprophyte présent dans le sol pour recycler les 

nutriments. Ce germe est également un parasite opportuniste capable d’infester large gamme 

d’hôtes ; aviaires, mammifères et plantes (Klich, 2007). 

Cette espèce fongique élabore divers mycotoxines, surtout les aflatoxines comme l’aflatoxine 

B1 ; cette mycotoxine hépato-toxique est l’un des hépato-carcinogènes les plus puissants 

B     
A B 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%A8ce
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connus à l'heure actuelle (Elhimare et al., 2017). Les aflatoxicoses aiguës ou chroniques ont 

fréquemment été observées chez les volailles, les porcins, les jeunes ovins et bovins, ainsi que 

les truites.  

En effet, les matières premières susceptibles d'être contaminées par les aflatoxines sont 

principalement l'arachide et les grains (Bruseal, 2009). A. flavus présente également un 

important pouvoir pathogène attaquant principalement les voies respiratoires de l'homme et 

des animaux. C'est l'un des principaux responsables des aspergilloses bronchiques allergiques 

(Figure 13) (Hedayat et al., 2007).  

Figure 13 Aspergillose broncho-pulmonaire allergique (Golinval, 2007). 

1.3- Mécanismes de résistance des microorganismes  

La résistance d’un microorganisme face aux divers facteurs de stress; haute température, 

haute pression, lumière ultraviolette, etc ; dépond de son état physiologique et la composition 

du milieu où il se trouve. En effet, la cellule stressée se développe lentement mais acquière un 

niveau de protection au stress supérieur à celui d’une cellule en croissance normale (Alatou, 

2019). 

1.3.1- Haute température   

Les hautes températures induisent des altérations au niveau des différents constituants 

biochimiques des microorganismes (Cunault, 2012). Pour cela, ces microorganismes 

développent des mécanismes de résistance à ces températures élevées ; l’accumulation des 

composés organiques tels que les sucres, les polyalcools et les acides aminés, qui induit une 
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diminution de l’activité de l’eau et fait une déshydratation partielle pour augmenter leur 

thermorésistance (Marechal,1999 ; Erwan, 1971), ainsi  la synthèse des protéines spécifiques 

modifiant la perméabilité membranaire et augmentant la capacité de résistance de ces 

microorganismes à des températures potentiellement mortelles (Cunault, 2012 ; Bimbenet et 

al., 2002 ; Albers et al., 2000). 

Les constituants chimiques de la membrane cytoplasmique de certains microorganismes; en 

particulier les acides gras plus longs, plus saturés, avec des cyclisations ou des 

glycophospholipides susceptibles qui forme des monocouches (Bennett, 2006), les protéines 

et les viscosants comme le cholesterol (Madigan et al., 2010), augmentent le point de fusion 

de la membrane et même sa stabilité à plus hautes températures qui peuvent atteindre 140-

150°C (Holden et al., 2004). 

Certaines bactéries mésophiles et thermophiles sont également capables de former des 

endospores, telles que Bacillus et Clostridium, qui  ont une structure unique en multicouches, 

véritable barrage au stress environnemental (Cunault, 2012). 

Par ailleurs,  lors de stress modéré, certains microorganismes possèdent des enzymes ; comme 

la ligase et la catalase, qui permettent de réparer les dommages thermiques causés notamment 

à l’ADN (Cunault, 2012). 

1.3.2- Haute pression   

L’inactivation de microorganismes par hautes pressions est principalement attribuée aux 

dommages causés aux membranes et aux protéines de transport (Daryaei et al., 2016). En 

effet, les cellules soumises à un stress hyperbare, activent des réponses spécifiques telles que 

l’augmentation  du nombre d’acides gras insaturés dans les lipides membranaires. Cette 

dernière, d’une part augmente la fluidité membranaire de la cellule et d’une autre part 

préserve la fonctionnalité de la membrane en compensant l’effet rigidifiant de la pression 

(Simonin et al., 2012).  

Certaines bactéries synthétisent des protéines de réparation des dommages causés par la 

pression (Lerasle et al., 2012).  

La formation des endospores est aussi considérée comme  un mécanisme de résistance aux 

pressions élevées (Cunault, 2012). 
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1.3.3- Lumière UV 

L’irradiation des microorganismes par les UV induit un changement photochimique de 

l’ADN, qui peut conduire à la mort de la cellule. Ces changement due à la taille ; plus 

l'organisme ciblé est petit, plus il sera résistant (Rahman, 2007), le stade de croissance et le 

Gram de la bactérie; les bactéries à Gram+ sont généralement plus résistantes que les 

bactéries à Gram- (Philip, 2003).  

De ce fait, le système de réparation des mutations induit par l’UV, l'addition covalente d'un 

groupement méthyl sur la cytosine par les méthyltransférases de l'ADN (Rottach et al., 2009) 

et la formation des endospores chez les bactéries sporulantes comme B. cereus et C. 

perfringens (Ghosal et al., 2005 ; Mahapatra et al., 2005) sont les systèmes de résistance les 

plus développés chez les microorganismes contre l’effet mortel de l’UV.  
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2- Matériel et méthodes  

Le présent travail a été réalisé au sein du laboratoire de Mycologie, de Biotechnologie et de 

l'Activité Microbienne (LaMyBAM) et aussi au niveau des laboratoires pédagogiques de la 

Faculté SNV (laboratoires 14 et 9), Université Frères Mentouri Constantine 1.                                                                                                

Cette étude a pour but d’évaluer la fiabilité de quelques systèmes de stérilisation et de détecter 

les micro-organismes récalcitrants. En effet, différentes méthodes de stérilisation ont été 

vérifiées sur distincts microorganismes ; Escherichia coli (ATCC-25922), Bacillus cereus 

(ATCC 11778), Clostridium perfringens et Aspergillus flavus.                                                                                                                                               

2.1- Microorganismes test 

Dans ce travail, trois souches bactériennes et une moisissure ont été utilisées. En effet, un isolat 

bactérien ; Clostridium sp. ; a été isolé à partir d’oued de la région de Constantine, Cité les frères 

Brahmia -Lembleche- (Mai 2021) (Figure 14) et deux souches bactériennes ; E. coli et B. cereus 

; ainsi une moisissure A. flavus ont été ramenées à partir du laboratoire LaMyBAM.                           

 

 

 

 

 

 

Figure 14 Prélevement des échantillons (2021); 

A: Zone de prélèvement, B: Flacon de prélevement. 

2.1.1- Isolement de Clostridium perfringens 

L’isolement a aseptiquement été effectué grace à l’utisation des flacons stérils, où l’endroit de 

prélevement a été homogéniésé a l’aide d’une spatule  puis les flacons ont été ouverts et imergés 

a une profondeure de 15 cm dans l’eau. Quand les flacons sont pleines, ils ont rapidement été 

refermés. En effet, la méthode des dilutions décimales a été utilisée pour l’isolement de C. 

perfringens dans un milieu sélectif, viande foie additionné d’alun de fer et de sulfite de sodium. 

Tout d’abord, le flacon de prélevement a été homogéniésé par agitation puis plusieurs dillutions 

ont été éfectuées de 10
-1 

jusqu’à 10
-5

 dans l’eau physiologique stérile (Haichour, 2013). 

Ultérieurement, dans  des boites de Pétri, 1 mL de chaque dillution avec une petite quantité de 

milieu de culture ont été ajoutés puis homogéniésés. Après refroidissement, une autre couche du 

A B 
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milieu de culture a été additionnée pour assurer l’anaerobiose. Ensuite, les boites de Pétri ont été 

incubées, après solidification du milieu, à 37°C pendant 24- 48 h (Zenati, 2018). 

2.1.2- Réactivation des souches microbiennes                                                                             

La réactivation des souches bactériennes ; E. coli et B. cereus ; a été réalisée à partir des cultures 

bactériennes jeunes sur des boites de Pétri en milieux de cultures sélectifs ; Hektouene et gélose 

Tryptone-Soja (TSA), respectivement, par la méthode des stries. Ensuite, les boites préparées ont 

été incubées dans l’étuve à 37°C pendant 24 h (Haichour, 2013).                                                                                           

En outre, à partir d’une culture jeune d’A. flavus, un disque fongique a été formé à l’aide d’une 

pipette Pasteur, ensuite il a été transféré par l’anse de platine et renversé dans un milieu sélectif, 

gélose dextrosée à la pomme de terre (PDA), où la gélose est en contact avec la culture. Les 

boites préparées ont ensuite été incubées dans l’étuve à 30°C pendant 5 jours (Guiraud, 1998).  

2.2- Techniques de stérilisation 

Six différentes méthodes de stérilisation ; autoclavage, chauffage humide discontinu, chaleur 

sèche « four Pasteur », pasteurisation, lumière ultaraviolette et osmose  « eau pure » ; ont été 

appliquées sur les trois bactéries ; E. coli, B. cereus et C. perfringens ; et la moisissure A. flavus.   

2.2.1- Autoclavage 

L’action conjuguée de l'humidité et de la chaleur de l’autoclave permet la dénaturation des 

protéines bactériennes par hydrolyse  (Figure 15) (Galtier, 1996). 

Figure 15  Effet de l’autoclavage sur les  microorganismes  (Philip, 2003). 

En effet, les conditions standards de la stérilisation par l’autoclave sont une exposition du 

matériel ou du produit durant 20 min à une température de 120°C et une pression de 1bar (Philip, 

2003). 

Un autoclave est un récipient fermé hermétiquement, où son font est remplis par l’eau. 

Puis l’eau, remplisse la rampe de gaz à l’extérieur de l’appareil, est chauffée (Piettre, 2007). 



Matériel et méthodes 
 

 28 

Un protocole précis doit être respecté pour réaliser l’autoclavage. Les bactéries ; B. cereus, E. 

coli et C. perfringens ; et la moisissure A. flavus ont été cultivées dans des tubes de Bouillon 

Nutritif (BN) à 37°C pendant 24 h et à 30 °C pendant 5 jours, consécutivement. Après 

l’incubation, les tubes ont été mis dans l’autoclave à 120°C pendant 20 min. Ensuite et à partir 

des tubes stérilisés dans l’autoclave, l’ensemencement de chaque microorganisme a été effectué 

sur le milieu solide préconisé et les boites ont enfin été incubées dans l’étuve dans les mêmes 

conditions précédentes.  

2.2.2- Chauffage humide discontinu 

Le chauffage humide discontinu consiste d’une série de trois pasteurisations de 10 min à 90°C. 

Ces trois pasteurisations ont été séparées par un intervalle de 24 h à une température ambiante, 

ce qui permet la germination et la destruction des spores sans l'emploi d'une température 

excessive (Cherif, 2019). 

Figure 16 Différentes étapes de stérilisation par chauffage humide discontinu (Cherif, 2019). 

Afin de vérifier l’efficacité de la stérilisation par chauffage humide discontinu, une méthode 

précise a été appliquée. Les trois bactéries ; B. cereus, E. coli et C. perfringens avec la 

moisissure A. flavus ont été cultivées dans un BN à 37°C pendant 24 h et à 30°C pendant 5 jours, 

consécutivement. Après l’incubation, les tubes ont été mis dans le bain marie à 90°C pendant 10 

min puis ils ont été refroidis par l’eau froide à 4°C. Trois pasteurisations ont successivement été 

accomplies, séparées par une incubation d’un intervalle de 24 h à une température ambiante. 

Après chaque série de pasteurisation et à partir des tubes pasteurisés, l’ensemencement de 

chaque microorganisme sur le milieu solide préconisé a ensuite été effectué. Les boites 

ensemencées ont enfin été incubées dans les mêmes conditions de chaque microorganisme. 

2.2.3- Chaleur sèche « four Pasteur » 

La chaleur sèche détruit les micro-organismes en combinant l’oxydation des protéines par 

l’oxygène de l’air et l’enlèvement de l’eau qui est indispensable au maintien de la structure 

protéique (Gardès, 1990). 
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Le four Pasteur (Figure 17) est une armoire métallique de grandeur variable à double parois 

chauffé par des résistances électriques, où le courant d'air chaud émit est réparé de façon 

uniforme à l'intérieur grâce à un système de ventilateurs, l'appareil est muni d'un thermomètre et 

d’un thermostat (Gardès, 1990).                             

                                                                Figure 17  Four Pasteur. 
 

De ce fait, quelques colonies d’E. coli et de B. cereus, et deux à trois disques de C. perfringens et 

d’A. flavus ont aseptiquement été déposés au centre des boites de Pétri en verre stériles. Ensuite, 

ces boites ont été mises à stériliser au four Pasteur à trois températures différentes ; 150, 180 et 

200 °C durant 10 min. 

Après la stérilisation, 1 mL d’eau physiologique stérile a été versé dans les boites de Pétri, puis 

ce dernier a été homogénéisé avec les résidus d’incinération des colonies à l’aide d’une 

micropipette. Ensuite, 0,1 mL de chaque suspension des résidus microbiens d’E. coli, de B. 

cereus et d’A. flavus a été prélevé et ensemencé sur le milieu préconisé. De même pour C. 

perfringens, une petite quantité de milieu VF a aseptiquement été coulée et homogénéisée avec 

la suspension et après la solidification de la première couche du milieu, une deuxième couche de 

milieu a encore été coulée pour assurer l’anaérobiose. Enfin, toutes les boites préparées ont été 

incubées dans les mêmes conditions, à 37°C pendant 24 h pour les bactéries et 30°C pendant 5 

jours pour la moisissure (méthode de laboratoire). 

2.2.4- Pasteurisation 

La pasteurisation consiste à chauffer des produits liquides pendant quelques minutes ou secondes 

à une température entre 63 et 95° C. Puis à les refroidir rapidement à 4-14°C pour détruire la 

totalité des microorganismes pathogènes non sporulés et réduire significativement la flore 

végétative présente dans un produit (Cherif, 2019).          
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Afin de réaliser la pasteurisation, un protocole précis doit être respecté. Les bactéries ; B. cereus, 

E. coli et C. perfringens ; et la moisissure A. flavus ont été cultivées dans des tubes de BN à 

37°C pendant 24 h et à 30°C pendant 5 jours, consécutivement.  Après l’incubation, les tubes ont 

été mis dans le bain marie à 90°C pendant 10 min, puis, ils ont été refroidis par l’eau froide à 

4°C. Ensuite, à partir des tubes pasteurisés, l’ensemencement de chaque microorganisme a été 

effectué sur le milieu solide préconisé et les boites ont enfin été incubées dans l’étuve dans les 

mêmes conditions précédentes (Cherif, 2019).                                                                                                                                                                              

2.2.5- Lumière ultraviolette   

La lumière UV inactive les microorganismes par la dégradation de leurs acides nucléiques. En 

effet, l’ARN et l’ADN absorbent les hauts niveaux d’énergie associés aux ondes courtes, 

principalement à 254 nm, de la lumière UV. Cette absorption d’énergie forme de nouvelles 

liaisons entre les nucléotides adjacents, créant des doubles liaisons ou des dimères. La formation 

de dimères bloque le processus de réplication (Figure 18) (Gore, 2021). 

                       Figure 18 Effet des rayons UV sur la molécule d’ADN (Philip, 2003). 

Dans ce travail, la lampe UV portable utilisée pour réaliser la stérilisation par l'irradiation 

ultraviolette est munie par un filtre pour disposer des UV-C à 254 nm et à 265 nm. Ce dispositif 

a permis de traiter des échantillons à distances et temps bien précis.                                                               

Les rayons UV ont directement été appliqués sur des boites de Pétri contenant des souches 

microbiennes jeunes de 24 h pour E. coli, C. perfringens et B. cereus ; et de 5 jours pour A. 

flavus. Ces boites ont été traitées aux différents couples de distances et de temps (Tableau 2), où 

un papier aluminium est placé sous les boîtes pour accentuer l’effet réfléchissant du rayonnement 

UV. Ensuite, les souches traitées par UV ont été réactivées sur les milieux préconisés et les 

boites ont encore été incubées dans les mêmes conditions précédentes (Gore, 2021). 
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    Tableau 2 différents couples distances et temps. 

Distances Temps 

 

 

D1= 46cm 

30 min 

1 h 

1 h 30 min 

2 h 

3 h 

4 h 

 

 

D2= 2cm 

30 min 

1 h 

1 h30 min 

2 h 

3 h 

4 h 

2.2.6- Osmose  « eau pure »    

L’osmose est la diffusion de l’eau du milieu le moins concentré en solutés (solution 

hypotonique) vers le milieu la plus concentré en solutés (solution hypertonique) à travers une 

membrane semi- perméable. La cellule est dite turgescente quand le milieu extracellulaire est 

hypotonique par rapport au milieu intracellulaire (Bolard, 2012). 

Dans cette étude, pour évaluer l’effet de l’eau pure sur les microorganismes test, quelques 

colonies jeunes d’E. coli et de B. cereus, ainsi deux disques de C. perfringens et d’A. flavus ont 

été mis dans des tubes d’eau pure stériles, ensuite les tubes ont été laissés à température 

ambiante. Puis, la tolérance des microorganismes dans l’eau pure a été vérifiée après des 

périodes différentes ; 2 h, 1 jour, 2 jours, 8 jours, 15 jours et 30 jours ; par leur réactivation sur 

leurs milieux solides spécifiques. Enfin, l’incubation des boites a été faite dans les mêmes 

conditions précédentes ; où les bactéries ont été incubées à 37°C pendant 24 h et la moisissure à 

30°C pendant 3-5 jours. 

2.3- Dénombrement des cellules microbiennes vivantes 

Le nombre des cellules microbiennes vivantes avant et après la stérilisation par l’autoclave, le 

chauffage humide discontinu et la pasteurisation a été calculé par la méthode du nombre le plus 

probable « NPP » en utilisant le tableau de Mac Grady (Annexe 2).  
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3- Résultats et discussion 

Les résultats obtenus dans le présent travail résument l’évaluation de fiabilité des systèmes de 

stérilisation ; autoclavage, chauffage humide discontinue, chaleur sèche «four Pasteur», 

pasteurisation, lumière ultraviolette et osmose « eau pure »; sur quelques souches 

microbiennes ; trois bactéries en l’occurrence  Escherichia coli, Bacillus cereus et 

Clostridium perfringens et une moisissure, Aspergillus flavus ; ainsi la détection des 

microorganismes récalcitrants. 

3.1- Autoclavage 

Les résultats de stérilisation des quatre microorganismes test ; E. coli, B. cereus, C. 

perfringens et A. flavus ; par l’autoclave sont montrés dans les figures ci-dessous (figures 19 

et 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La figure 19 révèle que l’autoclavage a développé une forte efficacité de stérilisation quelle 

que soit la nature du microorganisme. Du fait, aucune croissance microbienne n’a été 

observée. 

Afin de vérifier l'effet de l'autoclavage sur le nombre des cellules microbiennes vivantes, la 

méthode de dénombrement du nombre le plus probable (NPP) a été appliquée sur tous les 

microorganismes test avant et après la stérilisation (Annexe 2). 

E. coli 

 

B. cereus 

C. perfringens A. flavus 

Figure 19 Effet de l’autoclavage sur les microorganismes test. 
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Figure 20 Influence de l’autoclavage sur le nombre des cellules microbiennes vivantes. 

La figure 20 montre une diminution du nombre des cellules vivantes de toutes les espèces 

microbiennes jusqu’à leur destruction totale après 20 min de stérilisation par l’autoclave. 

Ces résultats significatifs peuvent être expliqués par le mode d’action de l’autoclave qui 

fonctionne suivant le principe de la chaleur humide sous pression; où cette dernière détruit les 

microorganismes par la coagulation et la dénaturation irréversibles des enzymes (Nomal et 

al., 2017). En plus, cette action assure la dénaturation des protéines bactériennes par 

hydrolyse. Les molécules d’eau forment des liaisons hydrogènes avec les groupes C-O et N-H 

des protéines des microorganismes et déstabilisent leurs conformation naturelle, ce qui  

aboutit à l’inhibition des mécanismes de duplication moléculaire entrainant la mort du 

microorganisme (Camille, 2018). 

Nos résultats corroborent ceux de Lin et al. (2018) qui ont trouvé que les mesures de la 

décontamination de masques respiratoires filtrants  par l’autoclave atteignent  le taux 

germicide de 99 à 100 %. En effet, Food and Drug Administration (FDA) Américain a  

approuvé que l’autoclave soit un désinfectant de grande efficacité. Nos résultats peuvent aussi 

être comparables à ceux trouvés par Huesca et al. (2018) qui ont affirmé l’efficacité du 

traitement des spores de Geobacillusstearo thermophilus, qui sont très résistantes à la chaleur 

humide, par l'autoclave à vapeur. De ce fait, les spores sont utilisées comme indicateurs 

biologiques (IB) pour vérifier l’efficacité de la stérilisation par l’autoclave, où leur totale 

destruction signifie la fiabilité du procédé. En outre, une étude plus récente de Jain et al. 

(2021) a constaté que les échantillons de déchets infectieux autoclavés à 120 °C pendant 20 

min ne présentaient aucune croissance microbienne.  
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Ces résultats peuvent également être expliqués par la propriété la plus spectaculaire des spores 

qui est la résistance à la chaleur humide. Car les spores d’un certain nombre d’espèces sont 

plus résistantes que les formes végétatives du même microorganisme (Nomal et al., 2017). En 

effet, l’assurance de l’efficacité de l’autoclave est mandaté par les agences de réglementation 

qui nécessite de démontrer la destruction complète des spores d’une souche suffisamment 

résistante, où cette destruction peut évidemment être prouvée par l’incapacité de grand 

nombre de spores traitées de former des nouvelles colonies (Huesca et al., 2018). 

3.2-Chauffage humide discontinu  

Les résultats de la stérilisation par le chauffage humide discontinu des trois bactéries ; E. coli, 

B. cereus et C. perfringens ; et de la moisissure A. flavus sont présentés dans les figures ci-

dessous. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les résultats illustrés dans la figure 21 révèlent que le chauffage humide discontinu a la 

capacité d’inactiver E. coli, C. perfringens et  A. flavus. En revanche, ce système de 

stérilisation n’était pas efficace sur la bactérie B. cereus. 

Afin d’évaluer l'effet de chauffage humide discontinu sur le nombre des cellules microbiennes 

vivantes, la méthode de NPP a été appliquée sur tous les microorganismes test avant et après 

la stérilisation (Annexe 2). 

B. cereus E. coli 

C. perfringens A. flavus 

Figure 21 Effet du chauffage humide discontinu sur les microorganismes test. 
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Figure 22 Influence du chauffage humide discontinu sur le nombre des cellules microbiennes 

vivantes. 

Les courbes de la figure 22 montrent une diminution importante de nombre des cellules 

microbiennes vivantes jusqu’à leur inactivation après 3 jours de traitement, sauf B. cereus qui 

reste vivante après la stérilisation par cette technique. 

Nos résultats sont effectivement comparables à ceux de Diouf (1995) qu’il a observé une 

réduction significative de nombre des spores de C. perfringens après la stérilisation par la 

même méthode. Les mêmes résultats ont été déclarés par la recherche de Valero et al. (2007), 

où les spores de B. cereus ont été récupérées après le traitement de bouillon de carotte par le 

chauffage humide discontinue. Par ailleurs, la nouvelle étude de Guérin et al. (2019) a montré 

que cette méthode de stérilisation a inactivé toutes les formes végétatives des bactéries. En 

effet, ces chercheurs ont modifié les paramètres de ce processus par l’addition d’oxygène 

durant la stérilisation pour augmenter la fiabilité de cette dernière et ils ont trouvé que les 

spores restent toujours résistantes à cet effet. En outre, le travail de Banupriy et al. (2020) a 

révélé une destruction totale des coliformes, totaux et fécaux, et de la moisissure Aspergillus 

ainsi une réduction de nombre des endospores des bactéries anaérobies après le traitement par 

le chauffage humide discontinu.  

Au contrairement à nos résultats, l’étude de Kim et al. (2012) a indiqué que le processus de 

stérilisation par le chauffage humide discontinu avec l’injection de dioxyde de carbone a 

affaibli le nombre de spores de B. cereus. Ce résultat a été confirmée par Kaishev (2020) qui a 

conclu que cette méthode ; chauffage humide discontinu ; a une grande efficacité sur les 

spores de la bactérie sporulante B. cereus.  
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En effet, l’efficacité de ce système de stérilisation due à la combinaison entre la chaleur et 

l’humidité qui induit une dénaturation totale des protéines bactériennes des cellules 

végétatives, où les intervalles laissés entre les chauffages permettent aux spores de donner des 

nouvelles bactéries qui sont ensuite éliminées lors de l'augmentation de la température 

suivante (Davis, 1940). 

3.3- Chaleur sèche « four Pasteur » 

Les résultats de la stérilisation par la chaleur sèche « four Pasteur » des trois bactéries ; E. 

coli, B. cereus et C. perfringens ; et de la moisissure A.  flavus sont manifestés dans la figure 

ci-dessous.  
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Figure 23 Effet de la chaleur sèche sur les microorganismes test. 
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La figure 23 représente l’effet de la chaleur sèche sur les microorganismes test, où cette 

technique de stérilisation est seulement efficace dès 180°C et plus sur les bactéries 

sporulantes ; B. cereus et C. perfringens. Alors que, 150°C est suffisante pour détruire  E. coli 

et A. flavus. 

Ces résultats significatifs peuvent être expliqués par le mode d’action du four Pasteur qui est 

utilisé comme un agent stérilisant l’oxygène de l’air, où l’oxydation des protéines 

bactériennes par ce dernier assure l’inactivation de microbes (Dominique, 2019). Par ailleurs, 

la chaleur sèche entraîne une dessiccation et des modifications de la pression osmotique qui 

dues à l’évaporation de l’eau (Nomalet al., 2017). 

Nos résultats sont corroborés par Adityas et al. (2020) qui ont trouvé que la cellule végétative 

des bactéries meurt à 60-80°C. De plus, la recherche de Dominique, (2019) a confirmé que la 

chaleur sèche entre 160°C et 180°C est efficace pour inactiver toutes formes de vie incluant 

les spores bactériennes. 

En outre, l’impact de la température diffère d’un microorganisme à l’autre en raison des 

différences dans leurs structures et constituants biochimiques existants (Charles, 2020). En 

effet, les spores de C. perfringens sont très résistantes à la chaleur sèche très élevée, 

cependant les cellules végétatives de la même bactérie sont moins résistantes (Prabhat et al., 

2016). Par ailleurs, B. cereus est également hautement résistante à divers facteurs de stress 

tels que la température élevée puisque elle a une couche protectrice supplémentaire, 

l’exosporium, constituée d’une couche basale paracristalline et une sieste externe formée 

principalement par la glycoprotéine de type collagène BclA (Lanzilli et al., 2020). D’ailleurs, 

les altérations des constituants du peptidoglycane de la paroi des bactéries à Gram + peuvent 

apparaître à des températures plus élevées que celles conduisant à l’inactivation des bactéries 

à Gram- (Charles, 2020). En effet, un stress thermique modéré peut induire des vésiculations 

voire conduire à une perte de la membrane externe qui entraîne une perméabilisation de 

l’espace inter-membranaire (Charles, 2020).             .  

Les endospores bactériennes sont structurellement caractérisées par un cytoplasme déshydraté 

entouré de plusieurs couches protectrices ; un cortex de type peptidoglycane, qui sont le 

facteur majeur de la résistance à la chaleur sèche élevée (Lanzilli et al., 2020).  
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3.4- Pasteurisation     

Les résultats de la vérification de la résistance des trois bactéries ; E. coli, B. cereus, C. 

perfringens ; et de la moisissure A. flavus à la pasteurisation sont présentés dans la figure ci-

dessous. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La figure 24 indique que la pasteurisation n'est pas fiable pour la destruction des bactéries 

sporulantes B. cereus et C. perfringens. Alors que cette méthode est efficace de détruire, 

complètement, E. coli et A.  flavus.  

Afin de vérifier l'effet de pasteurisation sur le nombre des cellules microbiennes vivantes, la 

méthode de NPP a été appliquée sur tous les microorganismes test avant et après la 

stérilisation (Annexe 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 Influence de pasteurisation sur le nombre des cellules microbiennes vivantes. 

B. cereus E. coli 

C. perfringens A. flavus 

Figure 24 Effet de la pasteurisation sur les microorganismes test. 
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La figure 25 montre une décroissance du nombre des cellules  microbiennes vivantes après 10 

min de traitement, où une diminution du nombre des cellules d’E. coli et A. flavus jusqu'à leur 

absence a été remarquée. En revanche, les bactéries sporulantes B. cereus et C. perfringens 

n’étaient pas totalement inactivées après la pasteurisation. 

Ces résultats peuvent être similaires à ceux d’une étude précédente qui a montré une réduction 

remarquable de nombre de souches microbiennes, principalement les bactéries 

thermosensibles comme E. coli, quelle que soit l’échelle de la pasteurisation appliquée 

(Hassan et al., 2015). En plus, nos résultats sont en ligne avec Dettling et al. (2019) qui ont 

trouvé qu'un traitement thermique de pasteurisation à 80°C suffisant pour une destruction 

totale des formes végétatives, alors que toutes les spores restent viables dans les mêmes 

conditions. En outre, le travail actuel est semblable à une étude de Katabehei et al. (2019) qui 

a constaté que la pasteurisation est efficace pour éliminer tous les agents pathogènes du 

fromage ; les coliformes comme E. coli et les moisissures.  

De plus, nos résultats sont corroborés par Azevedo et al. (2009) et Idohou et al. (2018) qui ont 

trouvé que cette méthode est suffisante pour détruire toutes les espèces du genre Aspergillus. 

En outre, les moisissures et les bactéries de forme végétative sont sensibles à la chaleur élevée 

qui induit des altérations au niveau de leurs différents constituants biochimiques (Charles, 

2012). En effet, un stress thermique modéré peut induire des vésiculations, voire conduire à 

une perte de la membrane externe d’E. coli qui entraîne une perméabilisation de l’espace 

inter-membranaire (Tsuchido et al., 1985). Par ailleurs, la chaleur de la pasteurisation peut 

évidemment provoquer la coagulation des protéines (Cunault, 2012). 

En outre, les bactéries sporulantes ; B. cereus et C. perfringens ; ont une forte résistance à la 

pasteurisation à 90°C pendant 10 min. Ces résultats sont comparables à ceux de Sadiq et al., 

(2016) qu’ils ont révélé un pourcentage de 100 % de survie des spores, après une  

pasteurisation à 100°C pendant 30 min, de toutes les souches d’essai. Où, la pasteurisation 

n’induit pas de dommages significatifs sur les enveloppes internes et externes ainsi que sur le 

cortex des endospores (Cunault, 2012). 

3.5- Lumière ultraviolette 

Les résultats de la stérilisation par la lumière ultraviolette des trois bactéries ; E. coli, B. 

cereus et C. perfringens ; et de la moisissure A. flavus sont présentés dans les figures ci-

dessous. 
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Figure 26 Effet de l’UV sur E. coli 
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Figure 27 Effet de l’UV sur B. cereus. 
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Figure 28 Effet de l’UV sur C. perfringens. 
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Figure 29 Effet de l’UV sur A. flavus. 

 

Les figures 27, 28 et 29 révèlent que l’irradiation ultraviolette n’est pas fiable pour inactiver 

B. cereus, C. perfringens et A. flavus; respectivement, et que ces microorganismes ont 

développé une très forte résistance à cette méthode de stérilisation. En revanche, l’UV a 

détruit E. coli après 3 h de traitement à une distance de 2 cm (Figure 26), donc il y a une 

différence significative entre les temps de 30 min et 3h et les distances de 46 cm et 2 cm. De 

ce fait, le couple temps- distance de traitement a un effet important sur cette bactérie. 

Nos résultats sont similaires à ceux de Hassen et al. (2000) qui ont constaté que l’UV est plus 

efficace sur les bactéries à Gram-. En revanche, une étude précédente a montré que E. coli 

testée est sensible au UV avec 74 à 99 % d’inhibition, cette inhibition est croissante avec le 

temps d’application de 5s à 45 s (Oulahal, 2008). Les résultats de la présente étude peuvent 

également être semblables à ceux d’un autre travail de Hema et al. (2018) qui ont constaté que 
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la stérilisation par UV est efficace pour la réduction de la charge microbienne de la viande de 

chèvre, où une destruction complète d’E. coli a été observée. 

Nos résultats sont aussi corroborés par Oulahal (2008) qui a approuvé que les spores 

d’Aspergillus ont une très forte résistance à l’UV en comparaison avec les cellules végétatives 

bactériennes. Une autre recherche de Sisti et al. (2017) a confirmé que A. flavus a une très 

forte résistance aux irradiations UV par rapport aux autres espèces du genre Aspergillus. Cette 

tolérance est due à leur structure cellulaire particulière qui inclut la présence de pigments chez 

les champignons mélanisés. Nos résultats ont aussi montré qu’un traitement de 4h par UV 

n'était pas efficace du tout pour inactiver A. flavus. Cependant Kye-Hwan et al. (2020) ont 

constaté que 2 h de temps d'irradiation UV étaient suffisamment efficaces pour réduire 90 % 

d'A. flavus présente sur les grains de café torréfiés.  

Les souches bactériennes ; B. cereus et C. perfringens ; sont aussi absolument résistantes à 

l’UV. Cette très grande résistance acquise durant la sporulation est due d’une part à la 

photochimie spécifique de l’ADN des spores et d’une autre part à la réparation du matériel 

génétique durant la germination (Philip, 2003). En effet, le cœur de la spore, où est contenu 

l’ADN, possède une faible teneur en eau. Cette nouvelle photochimie peut être expliquée par 

la déshydratation de leur cœur durant la sporulation qui provoque un changement de 

conformation de l’ADN (Setlow, 2001). Contrairement aux cellules végétatives ; où 

l’irradiation à 254 nm génère des dimères, comme photoproduits majeurs, entre les bases 

pyrimidiques adjacentes, principalement entre les thymines (liaisons notées TT). Le nombre 

de liaisons TT formées chez les spores est très faible et ne contribue pas de manière 

significative à leur destruction (Setlow, 2001).  De plus,  l’ADN des spores irradiées à 254 nm 

contient un autre photoproduit, appelé spore photoproduit (SP), formé entre deux thymines 

adjacentes issues du même brin d’ADN (Philip, 2003).  

Par rapport aux résultats des études précédentes d’Oulahal (2008), de Hema et al. (2018) et de 

Kye-Hwan et al. (2020) sur l’efficacité de l’UV pour inactiver certains microorganismes, la 

lampe UV portable utilisée dans la présente étude est moins efficace car elle était incapable de 

détruire B. cereus, C. perfringens et A. flavus et n’a pas inactivé E. coli qu'après 3 h de 

traitement ; cette durée est extrêmement longue. 
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3.6- Osmose « eau pure » 

Les résultats de la stérilisation des trois bactéries ; E. coli, B. cereus et C. perfringens ; et de la 

moisissure A. flavus par choc hypo-osmotique sont montrés dans les figures ci-dessous. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30 Effet de l’eau pure sur les bactéries test. 
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Figure 31  Effet de l’eau pure sur A. flavus. 

Les figures 30 et 31 représentent l’effet de l’eau pure qui est un milieu a une faible osmolarité 

par rapport au milieu intracellulaire sur les quatre microorganismes test, où tous ces 

microorganismes ont développé une résistance à la pression osmotique exercée par l’eau 

pure ; choc hypo-osmotique. Cette résistance protège la cellule contre la lyse cellulaire grâce à 

un mécanisme approprié. Ce mécanisme, appelé osmoadaptation, décrit l’ensemble des 

manifestations physiologiques et génétiques de l’adaptation microbienne à un environnement 

de forte ou de faible osmolarité (Galinski, 1995).  

Ces résultats sont comparables à ceux signalés par Boulhidja et al. (2017) qui ont révélé 

qu’une diminution rapide de l’osmolarité du milieu extérieur ne provoque en général qu’une 

faible augmentation du volume cellulaire. Cette résistance au choc hypo-osmotique peut être 

expliquée par la rigidité de la paroi bactérienne qui protège les bactéries contre les variations 

de la pression osmotique. Ce mécanisme d’afflux d’eau à travers des canaux aqueux appelés 

aqua-porines, est utilisé afin de diminuer la pression de turgescence cellulaire (Yu-Ling, 

2011). 

En effet, B. cereus et C. perfringens se sont des bactéries à Gram+, donc la rigidité de leur 

paroi permet à la cellule de supporter des pressions élevées jusqu’à 100 atm (Carpita, 1985). 
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À titre de comparaison et à partir de l’ensemble des résultats précédents, l’autoclavage est 

considéré la méthode la plus efficace parce qu’elle est la plus rapide, microbicide et sporicide 

sur les microorganismes test par rapport aux autres cinq techniques de stérilisation utilisées 

dans cette étude ; chauffage humide discontinu, chaleur sèche, pasteurisation, UV et osmose. 

Ce résultat intéressant est corroboré par celui de plusieurs travaux qui ont découvert que 

l’autoclavage est le système de stérilisation le plus performant par rapport à l’utilisation de 

micro-onde (Monteiro et al., 2018), de glutaraldéhyde, de rayonnement UV et de désinfectant 

à base de plantes (Kotwal et al., 2021). 

 

 

 

https://www.jpbsonline.org/searchresult.asp?search=&author=Monica+Kotwal&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
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 4- Conclusion et perspectives  

Afin d'évaluer la fiabilité des techniques de stérilisation sur les microorganismes récalcitrants, 

l’efficacité de six méthodes de stérilisation a été testée en utilisant; l’autoclavage, le chauffage 

humide discontinu, la chaleur sèche « four Pasteur », la pasteurisation, l’UV et  

l’osmose « eau pure », où des inconvénients et des avantages de chaque méthode peuvent être 

signalés. De ce fait, l'autoclavage à une température de 120°C avec une pression de 1 bar 

pendant 20 min atteint une efficacité germicide à 100 %. Par ailleurs, il doit mettre la lumière 

sur l'efficacité de la stérilisation par la chaleur sèche « four Pasteur » dès 180 °C et plus sur 

les bactéries sporulantes. D’après les résultats obtenus, on peut conclure que les bactéries 

sporulantes en l’occurrence ; Bacillus cereus et Clostridium perfringens sont hautement 

résistantes aux nombreux traitements sévères ; la température élevée et l’irradiation germicide 

ultraviolette. En conséquence l’autoclavage est la méthode de stérilisation la plus performante 

par rapport aux autres techniques étudiées. 

En terme de perspective, notre recherche mérite d'être pour suivie par : 

- Évaluation de l'efficacité des autres systèmes de stérilisation tels que ; l'infrarouge, la micro-

onde, la haute pression hydrostatique, la filtration, le plasma froid et l’éthanol.  

- Etude des interrelations entre les processus de stérilisation par combinaison de deux 

méthodes au même temps ; chimique et physique. 

- Examination de la résistance des autres espèces microbiennes pathogènes pour l'homme aux 

différents traitements de stérilisation.  
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Abstract 
 

Abstract 

This work focuses on the reliability assessment of some sterilization systems and the detection 

of recalcitrant microorganisms. Indeed, six sterilization systems were developed to achieve 

our objectives; autoclaving, discontinuous wet heat, dry heat “Pasteur oven”, pasteurization, 

UV and osmosis “pure water”. Furthermore, four microorganisms; three bacteria, Escherichia 

coli, Bacillus cereus and Clostridium perfringens, in addition to one fungus Aspergillus flavus 

were tested using the previous six techniques. The obtained results revealed that the 

autoclaving has obviously developed high sterilization efficiency on all tested 

microorganisms; in contrast, the discontinuous wet heat has only been the capacity to 

inactivate three microorganisms; E. coli, C. perfringens and A. flavus; whereas this method 

was not reliable to destroy B. cereus. The dry heat method is only effective at 180°C and 

more on B. cereus and C. perfringens, while 150°C has been sufficient to destroy E. coli and 

A. flavus. Besides, the pasteurization has inactivated E. coli and A. flavus, while it was not 

reliable for the destruction of both sporulated bacteria B. cereus and C. perfringens. Likewise, 

the ultraviolet irradiation absolutely destroyed E. coli only; however, this method was not 

reliable for inactivating B. cereus, C. perfringens and A. flavus. Unlike the previous 

sterilization systems, all the studied microorganisms exhibited a significant resistance to 

hypo-osmotic shocks exerted by pure water. As a result, the most efficient sterilization 

method under the experimental conditions is autoclaving at 120°C with a pressure of 1 bar for 

20 min. 

Keywords: Sterilization systems, recalcitrant microorganisms, reliability, autoclaving, 

Bacillus cereus, Clostridium perfringens. 
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ملخـــصال  
 

 صــــملخال

بؼض َسبئم انخؼمٕم َانكشف ػه انكبئىبث انحٕت انذلٕمت  فؼبنٕت  حً انذراست مُضُع حمٕٕمبحخىبَل ٌ

؛  مخخهفت ِ فؼبنٕت سخت أوظمت حؼمٕمحم حمٕٕم مذ  ذراستٌذي انلاٌذاف مه اجم انُصُل  انممبَمت.

الأشؼت فُق انبىفسجٕت َانمٕبي انىمٕت.  َانبسخزة  َفزن ببسخٕز  َانحزارة انزطبت انمخمطؼت  َُكلاف ثالأَ

    Escherichia coliَ  فٓ حثبٕظ  أربؼت كبئىبث حٕت دلٕمت مىٍب ثلاد أصىبف مه انبكخٕزٔب؛ 

Bacillus cereus َClostridium perfringens ؛ َػفهAspergillus flavusج انىخبئج . بٕى

وظزا نمضبءي ػهّ جمٕغ انكبئىبث انحٕت انذلٕمت  جذا  نً كفبءة حؼمٕم ػبنٕتُكلاف ثانمخحصم ػهٍٕب ان الأَ

ثبٕطج ثلاثت كبئىبث حانمخخبزة ، ٔهًٕ انخؼمٕم بُاسطت انحزارة انزطبت انمخمطؼت َانخٓ كبوج نٍب انمذرة ػهّ 

ن  انخؼمٕم انحزارْ انجبف بُاسطت فزن أكمب E. coli َ  C. perfringensَ A. flavus دلٕمت ٌٓ:

 .B. cereus َC درجت مئُٔت فمب فُق ػهّ انبكخٕزٔب انممبَمت؛  081ببسخُر سجم فؼبنٕت ػىذ 

perfringens همضبء ػهّدرجت مئُٔت كبوج كبفٕت ن 051؛ فٓ حٕه أنE. coli  َA. flavus   أمب

 .Bانبكخٕزٔب انممبَمت كُوٍب نم حمض حمبمب ػهّ   انبسخزة فهٕسج بُسٕهت  ٔمكه الاػخمبد  ػهٍٕب نهخخهص مه

cereus  َC. perfringens   .بٕىمب لضج ػهّ انكبئىبث  انحٕت انذلٕمت غٕز انممبَمتE. coli  َA. 

flavus  مه وبحٕت أخزِ ، فإن الإشؼبع فُق انبىفسجٓ اَلف حمبمًب  وشبط .E. coli  بٕىمب نم ٔكه نً حبثٕز

كمب ان  جمٕغ انكبئىبث انحٕت انذلٕمت انخٓ حمج .B. cereusَC. perfringens  َA. favus ػهّ  ػهّ 

انىخبئج انمحصم  دراسخٍب  أظٍزث ممبَمت نهضغظ الأسمُسْ انمطبك  مه لبم انمٕبي انىمٕت. مه خلال

درجت  021ٌٓ انخؼمٕم ػىذ  فٓ انشزَط انخجزٔبٕت انمطبمتأن أكثز طزق انخؼمٕم كفبءة ػهٍٕب  وسخىخج 

 دلٕمت. 21ببر نمذة 0مئُٔت َضغظ ٔسبَْ

 Bacillusُكلاف،ثاوظمت انخؼمٕم ،انكبئىبث انحٕت انذلٕمت انممبَمت ، انفؼبنٕت ، الاَ : الكلمات المفتاحية

cereus  Clostridium perfringens. 
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Annexes 

Annexe 1 Composition et préparation des milieux de culture. 

Milieu de culture Composition Référence 

Eau physiologique - Chlorure de sodium (NaCl) 9g. 

- Eau distillée 1000 mL  

Thomson et Miller, 2003. 

 

Bouillon nutritif 

(BN) 

pH 6,8 

- Peptone 5 g  

- Extrait de viande 3 g 

 - Eau distillée 1000 mL  

 

Eaton et al., 1995. 

Gélose nutritive 

(GN) 

pH 7.2 

 

- Peptone 10 g  

- Extrait de viande 5 g  

- Chlorure de sodium 5 g  

- Gélose 15 g 

- Eau distillée 1000 mL  

 

 

 

Guiraud, 1998 

 

 

 

Potato dextrose agar 

(PDA) 

pH 5,6 

 

Laver et couper en petits cubes 200g de 

pommes de terre non pelées. Puis les 

mettre dans un litre d’eau distillée et 

porter à l’ébullition. Ecraser, filtrer et 

compléter un litre.  

- Pomme de terre 20 g  

- Glucose 20g  

- Agar 15g  

- Eau distillée 1000 mL  

 

 

 

 

 

Larpent, 1997 

 

Trypticase Soy agar 

(TSA) 

pH 7,3 

 

- Tryptone 15 g 

- Peptone papaïnique de soja 5 g 

- Chlorure de sodium 5g 

- Agar 15 g 

- Eau distillée 1000 mL  

 

 

Downes et al., 2001 

 

Hektoen 

pH 7,5 

- Protéose peptone 12 g  

- Extrait de levure 3 g  

- Chlorure de sodium 5 g  

- Thiosulfate de sodium. 5 g  

- Sels biliaires 9 g  

 

 

 

 

S. Kings et al., 2020  
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- Citrate de fer ammoniacal 1,5 g  

- Salicine 2g  

- Lactose 12 g  

- Saccharose 12 g  

- Fuchsine acide .0, 1 g  

- Bleu de bromothymol 0,065 g  

- Agar 14 g 

 - Eau distillée 1000 mL  

 

 

 

Milieu Viande foie 

(VF) 

(pH 7,4) 

 

- Base viande foie 30 g 

- Glucose 2 g 

- Agar 6 g  

Pour des colonies observables de 

Clostridium il faut ajouter les deux 

réactifs d’alun de fer et sulfite de sodium. 

Faire fondre un flacon de 225 ml de 

gélose viande foie (VF) au bain- marie 

bouillant et y maintenir pendant 10 

minutes .pour chasser les gaz dissous, 

refroidir à 50°C environ et ajouter à ce 

flacon 3.75 ml d’alun de fer et 9.375ml 

sulfite de sodium. 

 

 

 

 

 

 

Anonyme, 2010 

 

NB: Les milieux de cultures doit être stérilisés par autoclavage à 120°C et 1 bar pendant 20 min. 

Annexe 2 Dénombrement par la méthode de Nombre le Plus Probable (NPP)  

 Dénombrement avant la stérilisation (NPP) 

 

                                                             E. coli 

Dilution 10
-1 

10
-2

 10
-3 10

-4 10
-5 10

-6 10
-7 10

-8 10
-9

 

Résultat +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

Dilution 10
-10 10

-11 10
-12 10

-13 10
-14 10

-15 10
-16 10

-17 10
-18

 

Résultat +++ +++ +++ +++ +++ +++ --+ --- --- 
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                                                  A. flavus            

Dilution 10
-1 

10
-2

 10
-3

 10
-4

 10
-5

 10
-6

 10
-7

 10
-8

 10
-9

 

Résultat +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

Dilution 10
-10 10

-11 10
-12 10

-13 10
-14 10

-15 10
-16 10

-17 10
-18

 

Résultat +++ +++ ++- +-- --- --- --- --- --- 
 

                                                  B. cereus     

Dilution 10
-1 

10
-2

 10
-3

 10
-4

 10
-5

 10
-6

 10
-7

 10
-8

 10
-9

 10
-10

 

Résultat +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

Dilution 10
-11

 10
-12

 10
-13

 10
-14

 10
-15

 10
-16

 10
-17

 10
-18

 10
-19

 10
-20

 

Résultat +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

Dilution 10
-21

 10
-22

 10
-23

 10
-24

 10
-25

 10
-26

 10
-27

 10
-28

 10
-29

 10
-30

 

Résultat +++ +++ +++ +++ ++- +++ +++ +-- -++ --- 
 

                                       C. perfringens    

Dilution 10
-1 

10
-2

 10
-3 10

-4 10
-5 10

-6 10
-7 10

-8 10
-9

 10
-10

 

Résultat +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

Dilution 10
-11

 10
-12

 10
-13

 10
-14

 10
-15

 10
-16

 10
-17

 10
-18

 10
-19

 10
-20

 

Résultat +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

Dilution 10
-21

 10
-22

 10
-23

 10
-24

 10
-25

 10
-26

 10
-27

 10
-28

 10
-29

 10
-30

 

Résultat +++ +++ +++ +++ ++- +++ ++- +-- -++ --- 
 

 Dénombrement après pasteurisation (NPP) 

              B. cereus             C. perfringens    

Dilution 10
-1 

10
-2

 10
-3 10

-4 10
-5 10

-1 
10

-2
 10

-3 10
-4 10

-5 

Résultat +++ ++- ++-   ---   --- +++ ++- +--   ---   --- 
  

 Dénombrement Après stérilisation par chauffage humide discontinu (NPP)  

          B. cereus         C. perfringens    

Dilution 10
-1 

10
-2

 10
-3 10

-4 10
-5 10

-1 
10

-2
 10

-3 10
-4 10

-5 

Résultat ++-   ---   ---   ---   --- +--   ---   ---   ---   --- 
 

NB : Loi de dénombrements par NPP : N= NPP /V inoculum * Fd  

    N : Nombre des cellules. 

    NPP : Nombre le plus probable obtenu par lecture de la table de Mac Grady   

    V : Volume de l’inoculum. 

    Fd : Facteur de dilution 
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Annexe 3 Résultats de Dénombrement par la méthode de NPP avant et après la stérilisation. 

1- Dénombrement avant et après l’autoclavage (NPP). 

 E. coli B. cereus C. perfringens A. flavus 

Temps (min) 0 20 0 20 0 20 0 20 

Nombre des Cellules 4.5*10
17 

0 1.15*10
28 

0 3*10
27 

0 1.1* 10
12 

0 

 

2- Dénombrement avant et après la chaleur humide discontinue (NPP). 

 
 

 

 

 

3- Dénombrement avant et après la pasteurisation (NPP). 

 E. coli B. cereus C. perfringens A. flavus 

Temps (min) 0 20 0 20 0 20 0 20 

Nombre des Cellules 4.5*10
17 

0 1.15*10
28 

2*10
2 3*10

27 
1.5*10

2 1.1* 10
12 

0 

 

 

 

 B. cereus C. perfringens 

Temps (min) 0 10 20 30 0 10 20 30 

Nombre des cellules  1.15*10
28 

2*10
2 1.1*10 0.6*10 3*10

27 
1.5*10

2 1.1*10 0.7*10 

 E. coli A. flavus 

Temps (min) 0 10 0 10 

Nombre des Cellules 4.5*10
17 

0 1.1* 10
12 

0 
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Résumé 

Le présent travail porte sur l'évaluation de la fiabilité de quelques systèmes de stérilisation et la détection de 

microorganismes récalcitrants. En effet, six systèmes de stérilisation ont été testés pour atteindre nos 

objectifs en l’occurrence ; autoclavage, chauffage humide discontinu, chaleur sèche « four Pasteur », 

pasteurisation, UV et osmose « eau pure ». En effet, quatre microorganismes ; trois bactéries ; Escherichia 

coli, Bacillus cereus et Clostridium perfringens et une moisissure Aspergillus flavus ont été testées par 

rapport à leur résistance aux effets stérilisant des procédés précédents. Les résultats obtenus révèlent que 

l'autoclavage a développé une forte efficacité de stérilisation sur tous les microorganismes test en revanche, 

le chauffage humide discontinu avait la capacité d’inactiver, dans les conditions expérimentales, trois 

microorganismes ; E. coli, C. perfringens et A. flavus, alors que, cette méthode n’avait pas d’effet 

remarquable sur B. cereus. La stérilisation par la chaleur sèche développait un effet  à partir de 180°C sur B. 

cereus et C. perfringens et à 150°C cette technique n’avait d’effet que sur E. coli et A. flavus. Les résultats 

obtenus ont, en outre, montré que la pasteurisation développait  un effet désactivant sur E. coli et A. flavus, 

cependant, cette technique n’a montré aucun effet sur les bactéries sporulantes ; B. cereus et C. perfringens. 

Par ailleurs, l’irradiation ultraviolette n’a montré qu’un effet stérilisant remarquable sur E. coli. 

Contrairement aux systèmes de stérilisation précédents, tous les microorganismes étudiés ont, 

significativement, montré une résistance aux chocs hypo-osmotiques exercés par l’eau pure. De l’ensemble 

des résultats, il s’avère que la méthode la plus performante dans les conditions expérimentales est 

l’autoclavage à 120°C avec une pression de 1 bar pendant 20 min.   
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