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Clostridium perfringens . bactérie pathogene, fréeguemment Pour la plupart des pathogenes alimentaires, il existe des bactéries substituts
retrouvée dans les biodéchets et les meéthaniseurs. Tres (ou surrogates) non-pathogenes. Elles sont utilisées pour valider et mesurer la
résistante aux parametres physico-chimiques propres a la capacité hygiénisante de procedes (surtout alimentaires) en introduisant
meéthanisation qui permettent une réduction des autres artificiellement les substituts en amont du procéedé [2]. A ce jour, aucune
pathogenes [1] (car Gram-positive et sporulante). bactérie substitut a C. perfringens n’a ete identifiée.

OBJECTIF DU PROJET
|dentifier et caracteriser une bacterie substitut a C. perfringens qui puisse etre utilisee
pour mesurer et comparer la capacite hygiénisante de difféerentes techniques de
meéthanisation ou différents pré/post-traitements
REALISATIONS & RESULTATS
Qg Caracterisation d’une bactérie substitut Q Développement de systemes de detection moléculaires

* Deux couples d’amorces gPCR fonctionnant aux mémes
tempéeratures : un pour mesurer C. perfringens, un pour mesurer
son substitut

* Sélection d’'une espece proche de C. perfringens au
niveau phylogenetique et physiologique (temperature
et taux de croissance, profil fermentaire, niche
ecologique) ; » Cible : géne 16S (nombreuses copies donc meilleure sensibilité,

L . . massivement sequence donc spécificité verifiable in silico)
* Optimisation de deux milieux de culture : un pour Uobtention de

spores (forme dormante et hautement résistante) et un autre pour Pour une prise d’echantillon de 700 mg:

’obtention de cellules végétatives (i.e. non-sporulées) * Limite de détection moyenne = 2.10°bactéries / g
* Limite de quantification moyenne = 2.10%bactéries/ g

 Adaptation et optimisation d’'une méthode [3] pour purifier les

spores du substitut par centrifugation isopycnique (séparation des * Vérification expérimentale de la spécificité par séquencage des
particules par leur densité) produits d’amplification d’échantillons de biodechets et de
meéthaniseurs échelle labo et industrielle

m Dopage du substitut dans des réacteurs continus

%\ Dopages avec C. perfringens et son substitut

. . . ; ; ] ] C. perfringens Substitut
* Ajout de cultures pures de C. perfringens et de son substitut dans * Dopage de 4 réacteurs mésophiles continus Forme du substitut
des biodéchets pasteurisés (70°C — 1h), du digestat alcalinisé (contenant des C. perfringens endogénes)  —teliules vegetatives
(pH 11.95) ou des biodéchets soumis a un batch de méthanisation avec le substitut sous forme de cellules
z . . . 10°4 _ L (] 5 %
mesophile végetatives ou sous forme de spores S -
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’
CONCLUSIONS PISTES D’APPROFONDISSEMENT PERSPECTIVES INDUSTRIELLES

v C. perfringens et son substitut

, , , R v Valider la similarité de comportement
subissent des reductions similaires

v' Proposer un service de dopage et de

dans les conditions testées (batch ?S pselcl)':rl;'?wze:: ::zzzg:eset d:sz Sulvi dU S,UbStltUt pour vall,de,r la
de methanisation mesophile, d’autres conditions de méthanisation Capac;lte c u.n nozveabL! pc:’c,)c:de d?
pasteurisation et post-traitement et d’autres pré/post-traitements t|:an§ ormation de biodec gts a
alcalin) reduire la charge en C. perfringens
en vue de son autorisation par
v’ Le comportement du substitut est v Diminuer les limites de détection et autorité compétente 4],
plus proche de celul des de quantification des systemes de directement sur site industriel ou
C. perfringens endogenes s’il est detection moleculaire  (e.g.  en dans un laboratoire non-classé L2
ajouté sous forme de spores que de utilisant une meéthode de PCR
cellules végétatives digitale)
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