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Introduction générale

La crevette, souvent qualifiee «d’or rose », atustle premier produit de la mer
échangé dans le monde en terme de valeur, avemerl® Milliards d’Euros exportés en
2005. Dans ce contexte, I'Europe domine I'ensenablenarché mondial avec prés de 830
000 tonnes importées en 2007. En France, la conationmde crevettes qui concerne
essentiellement les crevettes cuites réfrigéraggnante d’environ 2 % chaque année depuis
dix ans. Cette augmentation de la consommation paet attribuée a I'image santé et
nutrition que véhiculent les crevettes et les pitsdde la mer en général, aupres des
consommateurs. Cependant, les crevettes cuitegéméfes sont considérées comme des
denrées alimentaires fragiles d’'un point de vuerohiologique et sensibles au processus
d’altération provoqué par le développement de tertabactéries. En effet, bien qu’elles
subissent une étape de cuisson réduisant leur ecectérienne initiale, elles peuvent étre
recontaminées apres cuissoa I'environnement, les équipements ou le personaslusines
de transformation. Parmi ces bactéries de recontdion, certaines qualifiees de bactéries
spécifigues d’altération mettent en ceuvre un méghe provoquant I'apparition de
modifications organoleptiques indésirables, ensmafirune diminution non négligeable de la
durée de conservation de ce type de produit (GtaBakyaard, 2002). Par ailleurs, dans la
nouvelle réglementation européenne (CE n° 1441/R@8lative a la sécurité sanitaire des
aliments, il n’existe pas de criteres d’hygiene pgescédés recommandant la recherche et le
dénombrement des flores d’altération des produgtdadmer. Néanmoins, dans ce nouveau
contexte réglementaire, il est prévu que les psifesels s'approprient eux-méme cette
question et déterminent dans le cadre de leurmidesou de l'interprofession, des criteres
d’hygiene des procédés pertinents, qui soient @dagptleurs procédeés, a leurs produits et a

'usage attendu de ces derniers.

C’est dans ce contexte que le programme IMIBIOMERe(actions Microbiennes et
Biopréservation des Produits de la mer) a été miplace. Celui-ci vise a apporter des
connaissances sur la microbiologie des produitdadener et notamment de leurs flores
d’altération, pour améliorer la qualité hygiénigekela conservation des crevettes cuites. |l
s'agit d'un programme inter-régional financé par régions Bretagne et Pays de la Loire,
labellisé par le pbéle de compétitivité Valorialasocie des partenaires des deux régions, a la
fois scientifiques : IFREMER, ENITIAA, ADRIA et ingstriels : MITI, Capitaine-Houat,

Marine-Harvest et Biocéane.
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Ce projet de thése s’inscrit dans le programme IMMER, et a pour objectif
d’étudier la biodiversité microbienne au sein décdisysteme complexe que constitue la
crevette cuite, et de mettre en évidence les florgdiquées dans le processus d’altération
organoleptique de ce produit. Dans ce but, le pymjévoit de mettre en ceuvre des outils de
microbiologie adaptés. En effet, si les méthodeassitjues de numération restent
incontournables pour l'analyse des flores des ptedalimentaires, elles comportent
cependant de nombreuses limites dont le délai itapbdans I'obtention des résultats et la
lourdeur des manipulations qui rendent difficilettsuivi « dynamique ». En outre, certaines
populations bactériennes qui ne sont pas ou pepteaa a la croissance sur des milieux
synthétiques ou semi-synthétiques sont donc sdiméss par les milieux utilisés. Pour
remédier a ce biais méthodologique, des outils outdéres dit « culture-indépendants »
s’affranchissant de l'utilisation des milieux ddtate seront développés dans cette recherche
pour étudier, a l'aide d’empreintes génétiquesgcd&ystéme microbien de la crevette et
notamment ses flores d'altération. Celles-ci sexaractérisées de maniere approfondie et
leur potentiel d’altération sera étudié a l'aides daéthodes d’analyse sensorielle, et des

techniques biochimiques pour la recherche des ceégpeolatils produits par ces bactéries.

Ce document expose dans un premier temps les asanaes actuelles et les données
qui ont été nécessaires a la réalisation de cailrau travers d’'une revue bibliographique
comprenant trois parties. Une premiere partie euulace la crevette dans un contexte
eéconomique et industriel. La deuxiéme partie essaorée a la microbiologie et a I'altération
de la crevette. Enfin, la troisiéme partie présdageoutils d’analyse de la biodiversité et

d’identification des communautés microbiennes dassliments.

La partie correspondant aux résultats de ce traedihese comporte trois chapitres :

» Le chapitre | est consacré a la caractérisatioadmicroflore d’altération de la
crevette tropicale décortiquée cuite avec, danspuemiére partie, la mise en ceuvre d’'une
approche polyphasique combinant des techniquesireudiépendantes et indépendantes,
notamment la TTGE. Cette approche a permis de enettr évidence et de suivre la
dynamique des principaux genres et especes derieag@éésents dans ce produit. Dans une
deuxieme partie, la microflore des crevettes cuitété caractérisée a I'aide d’'une nouvelle
technique d’empreinte moléculaire, la DHPLC.
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» Le chapitre Il concerne lidentification et la deption d’'une nouvelle espece
bactérienneVagococcus penaeip. nov., isolée de la microflore d’altération dmevettes
décortiquées cuites.

» Le chapitre Ill porte sur I'étude du potentiel ItBaation des principales especes
bactériennes isolées de la microflore de crevetbesrtiquées cuites, en mettant en ceuvre un
suivi sensoriel ainsi que, pour les bactéries $ipéeis d’'altération, une analyse des composes

volatils par chromatographie en phase gazeuse @uapla spectrométrie de masse.

Enfin ce document présente une discussion générblaine présentation des
perspectives résultant de ce travail pour une eweg#l connaissance de la microbiologie des
produits de la mer et notamment des crevettes scigte vue de mieux maitriser leur

conservation.
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1 La crevette : économie, production et transformabn

1.1 Définition de la crevette

D’un point de vue étymologique, le terme crevetenivdu latin earidis, qui a donné le nom
carididé, qui désigne les arthropodes crustacésfdonpartie les crevettes. Le terme crustacé
provient lui méme du latircrusta qui signifie « crolte » ou «recouvert d'une eopgle
dure » (Le Garff, 1998). La crevette est donc lenneernaculaire (aussi connue comme
chevrette ou chevrolette dans certaines régiorla &eancophonie) traditionnellement donné
a un ensemble de crustacés décapodes aquatiqgesrs)assentiellement marins mais aussi
dulcaquicoles (eaux douces ou saumatres), possédacbrps protégé par une carapace
segmentée dont chaque segment, reli€ aux autreslggamembranes articulaires, porte
typiguement une paire d’appendices articulés. Leanps est enclos dans une cuticule
tégumentaire chitineuse sécrétée par I'épidermetr&dition, deux termes anglo-saxons sont
utilisés pour désigner la crevette : « shrimp % ptawn ». D’un point de vue systématique, le
terme « prawn » qualifie les crevettes de I'infrdre Dendrobranchiata alors que le terme

« shrimp » qualifie quant a lui, les crevettes ‘ilgfrh-ordre Caridea Toutefois, ces deux
termes sont couramment employés de facon intereladahg pour dénommer plusieurs
especes dans difféerentes régions du monde. Coouwestlement, la FAO réserve le terme
« shrimp » pour les crevettes d'eaux marines en&taas, et le terme «prawn » pour les

especes d'eaux douces (données FAO, 1998).

1.2 Systématique

Dans la classification zoologique universelle, desvettes appartiennent a I'embranchement
des Arthropoda au sous-embranchement deésustacea a la classe deMalacostraca a
I'ordre desDecapoda(qui comprend également les crabes, écrevissasrag, langoustes et
galathées) et au sous-ordre démtantia (Dore et Frimodt, 1987). Bien que d’apparences
similaires entre elles, les crevettes se distingpanleur structure segmentaire variée, qui les
classe dans trois infra-ordres différenBendrobranchiata, Caridea, Stenopodid€es deux
premiers infra-ordres regroupent la quasi totaléé especes d’intérét commercial, dont les
crevettes de la famille deBenaeidae(Dendrobranchiatq encore appelées « crevettes
tropicales ou d'eau chaude », les deux espécepllss commercialiséegtant Penaeus
monodonet Penaeus vannamdi'infra-ordre desCarideacomprend quant a lui les crevettes
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de la famille desPandalidae encore appelées « crevettes nordiques ou d'eddefs, les
deux especes les plus commercialisées &amtdalus platycerost Pandalus borealis

1.3 Morphologie et anatomie des crevettes

Les crevettes présentent un exosquelette appelfnonément la carapace. Elle est composée
en grande majorité de chitine et de carbonate t®uoa Le corps est constitué de deux
parties principales : d’'une part le céphalothorakapmprend la téte (céphalon) et le thorax
(péréion) et d’autre part 'abdomen ou pléon compaes 6 segments articulés (figure 1A). Le
corps de la crevette se termine par la queue, itodsstpar le telson qui a une forme souvent
triangulaire et qui abrite ventralement I'anus @erevette, et 'uropode qui sert de gouvernail
lors des nages en pleines eaux. La quasi totalt® arganes sont localisés dans le
céphalothorax (figure 1B). Seul lintestin travels&domen et aboutit a I'anus, a la face

ventrale du telson.

Cephalothorax Abdomen (Pleon)
I 1T 1

Rostre A

Carapace (Carapax)

Antennulei_{
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5 4 ol
Coeur Gonade
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Figure 1 : Morphologie (A) et anatomie (B) général@’une crevette
(Quéro et Vayne, 1998).
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1.4 Composition chimique des crevettes cuites détiguées

La mesure des composés chimiques a été realisqaemment sur la partie comestible des
crevettes, c’'est-a-dire sur la chair abdominalead@ssée de sa carapace. Les lipides et les
glucides sont a I'état de traces alors que lesepres totales représentent en moyenne 20 g
pour 100 g de chair de crevette (tableau 1). Ce®imes renferment une trés grande diversité
en acides aminés avec des proportions plus élgp@asles acides aminés suivants : acide
glutamique, acide aspartique, lysine, arginineciteal L'élément minéral majeur est le

sodium.

Tableau 1 : Composition chimique moyenne des creues tropicales et nordiques, cuites

décortiquées (Danish-National-Food-Institut, 2006 Pdéle-Filiere-Produits-Aquatiques,

2007)

Composition crevettes tropicales crevettes nordiques
(g / 1009) (ex : Penaeus vannamei) (ex : Pandalus borealis)
Humidité 73,90 80,90
Cendres 2,90 1,60

Protéines totales 22,60 16,80
Glucides 0,30 0,00
Lipides totaux 0,30 1,10
Sodium 0,73 0,58
Potassium 0,28 0,084
Phosphore 0,17 0,11
Acide glutamique 3,47 2,40
Acide aspartique 2,10 1,80
Lysine 1,77 1,50
Leucine 1,61 1,30
Arginine 1,78 1,30
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1.5 Economie de la crevette

1.5.1 La production halieutique mondiale.

La production mondiale des produits de la mer réasé d’augmenter depuis 1950 pour
atteindre 143 millions de tonnes en 2007 (FAO-CIWERem, 2007). Les deux tiers de cette

production sont encore assurés par la péche avetlldns de tonnes pour une production

de 52 millions de tonnes par I'aguaculture. Tougefon observe depuis la fin des années
1980, une augmentation de la production aquacale,eqt notamment nécessaire pour
satisfaire la demande mondiale croissante en podie la mer. En terme d’échanges

commerciaux, cette production mondiale se tradgal@ment par un accroissement des
valeurs exportées qui ont atteint 60 Milliards d'&en 2006, soit plus de 9,6 % par rapport
a 'année 2005, avec une répartition pratiquemgateéentre les pays développés et en voie
de développement. Parmi I'ensemble des ressouraksutiques disponibles, la crevette

constitue le premier marché des exportations age€bolsoit environ 10 Milliards d’Euros

exportés en 2005 (figure 2).

F,"I"S_S"""S Crustacés autres
e aﬂ:ﬂll&ﬂ Fa Céephalopodes
T Tt 5% Mollusques autres

8% = 50,
¢ Farines
T ¥ 3% Huiles
g - : 1%
Yo ol - e
- . : P D icco s (Peau douce

2%

Poissons
demerseaux
15%

Autres
22

Crevettes
16%

Figure 2 : Principaux produits de la mer exportés B 2005 (% de valeurs exportées)
(FAO-CIHEAM/Lem, 2007)
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1.5.2 Les techniques de production des crevettes

1.5.2.1 Crevette de péche

Les principales techniques de péche utilisent Euthde fond, le chalut pélagique, le filet
maillant ou les casiers (OFIMER, 2001). Dans lgpphti des pays producteurs, co-existent
une péche cotiére traditionnelle utilisant des exdisions a pagaie ou a voile et des engins
dormants (filets maillants, sennes de plage, cgsiene péche artisanale avec de petites
embarcations motorisées armées de mini-chaluts)\etpéche hauturiere avec des bateaux
puissants, armeés de chaluts a tangon appelés égdlenthaluts floridiens ». Ces derniers
bateaux sont équipés pour conditionner et condekercrevettes en mer et débarquer un
produit fini. La plupart des grands armements dtars industriels appartiennent aux pays

développés ou sont le fruit de joint-ventures alex entreprises locales.

1.5.2.2 Crevette d’aguaculture

L’élevage des crevettes se pratique depuis dekesien Asie du Sud-Est selon des méthodes
traditionnelles. Toutefois, le stade commerciahdtistriel n'a été véritablement atteint qu’au
début des années 1970 afin de répondre a une derneoigisante provenant des Etat-Unis, du
Japon et de I'Europe occidentale (Ronnback, 20Blg. s’est considérablement accrue entre
2002 et 2004, devenant la branche aquacole laflplissante avec un taux de croissance de
28,7 % sur cette période et 2,6 millions de tonpesduites en 2005. Les progrés
technologiques ont permis d'élever des crevettes des densités toujours plus élevées. La
grande majorité des crevettes d'élevage appartienaela famille desPenaeidaeavec
essentiellement les espedesnaeus monodoiPenaeus vannameit Penaeus chinensigui
représentent prés de 80 % de la totalité des é&svddans I'élevage des crevettes, le cycle
biologique se déroule dans des conditions conts6lEes raisons en sont une plus grande
intensification de I'élevage, un meilleur contrGle la taille permettant une plus grande
homogénéité des crevettes produites, un meillewmtr@le des prédateurs, ainsi que la
possibilité d’accélérer le cycle en maitrisantfeesteurs climatiques. Il existe quatre niveaux
d’élevage de crevettes en fonction de leur dengit¥ ordre croissant de densité on distingue

les élevages extensifs, semi-intensifs, intensiguper-intensifs.
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1.5.3 Le marché international de la crevette.

D’apres les statistiques de la FAO (Leung et Engf)7) et en tenant compte de la grande

incertitude entourant les données relatives a lmeZHa production mondiale de crevettes

peut étre estimée a 6 millions de tonnes en 208i,4s% de la production mondiale de

produits aquatiques destinés a I'alimentation hnmdgiableau 2). Cette production recouvre

un tres grand nombre d’espéces réparties danstasteones géographiques. Cependant, dix

pays réalisent plus des deux tiers de la productiondiale : la Chine, I'inde, I'lndonésie, la

Thailande, le Vietnam, les Etats-Unis, le CanadaMexique, la Malaisie et 'Equateur.

L'Asie et 'Amérique du Sud fournissent des cregsttropicales qui représentent 86 % de la

production mondiale de crevettes, tandis que I'Aquér du Nord et I'Europe sont les

principaux fournisseurs de crevettes nordiques. kesvettes tropicales proviennent

majoritairement de la péche avec 3 millions de ésnpéchées en 2004, mais aussi de
I'élevage pour plus du tiers, avec 2,4 millionstdenes. En revanche, toutes les crevettes
nordiques proviennent de la péche avec 542 00@toriEn dehors de la Chine, les principaux

producteurs de crevettes de péche sont I'Indeddiésie et la Thailande pour les crevettes

d’eau chaude, le Groenland, la Norvege et I'lslanaier les crevettes d’eau froide.

Tableau 2 : Production mondiale de crevettes par p& (péche et aquaculture) en 2004

10

(Leung et Engle, 2007)

Pays Milliers de tonnes %
Chine 2421 40
Inde 554 9
Indonésie 490 8
Thailande 471 8
Vietnam 382 6
Canada 177 3
USA 144 2
Mexique 120 2
Malaisie 109 2
Autres 1210 20
Total 6078 100
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La figure 3 présente la répartition de la productile crevettes par I'aquaculture et la péche
(FAO-Globefish/Josupeit, 2004). Apres une fortegpession de la production aguacole au
cours des années 1980 et jusque dans le débuhnéssal990 qui atteint en 1992 pres de 30
% de la production totale de crevettes, on constlpuis une légere diminution de
'aquaculture. En dépit de l'augmentation contirdie nombre de fermes d’élevage et de
I'arrivée de nouveaux pays producteurs, I'absemcerdissance de la production est due aux
nombreux accidents sanitaires qui ont frappé |&gérdntes zones d’élevage a tour de réle
depuis une dizaine d’années. Le dernier en datée estus « Whitespot » qui a décimé les
élevages de I'Equateur en 1999 et en 2000. Actuelie, le premier producteur de crevettes
d’élevage est la Chine avec 935 000 tonnes en Xl(Mie par les autres pays de la ceinture
inter-tropicale asiatique (Thailande, Vietham, Inésie, Inde,) et par les pays d’Amérique
Centrale et du Sud (Brésil, Equateur, Mexique)falit noter 'émergence de nouveaux
producteurs de crevettes d’élevage tels que Madagadiran, I'Arabie Saoudite ou
I'Australie.
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2001 |
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1998 |
1997 |
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1995 |
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1993
1992
1991
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1988
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0 10 20 30 40 50 60 70 20 20 100
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Figure 3 : Répartition de la production mondiale decrevettes entre la péche et
I'aquaculture (FAO-Globefish/Josupeit, 2004)
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1.5.4 Le marché européen de la crevette

L’Europe est le premier importateur mondial de eteas avec pres de 830 000 tonnes
importées en 2007 (FAO-Globefish/Josupeit, 2008)r pme valeur de plus de 3 Milliards
d’Euros (FAO-Globefish/Boisset, 2008a). Ces imptates recouvrent deux types de produits

. les crevettes crues entieres (fraiches ou coegjelgour 630 000 tonnes, et les crevettes
préparees (décortiquées, crues ou cuites, congalées conserve) pour 200 000 tonnes. Les
principaux pays fournisseurs de crevettes congalgete marché européen sont 'Equateur,
la Thailande et le Groenland. Les principaux paysrfisseurs de crevettes préparées sont
I'lslande, la Norvege, le Danemark et récemmentd&htine. Le marché européen est loin
d’étre homogeéne et les consommateurs de chaqueoptieurs préférences. L’Espagne est le
premier importateur européen de crevettes fraiehesngelées avec pres de 100 000 tonnes
par an, suivi par la France (50 000 tonnes), leeark (48 000 tonnes) et l'ltalie (40 000
tonnes). Il faut noter cependant que le Danemanktacdes crevettes congelées au Groenland
pour les transformer et les remettre en venteesardrché européen apres transformation. Le
Royaume-Uni est le premier importateur européenreeettes transformees (40 000 tonnes),
suivi par le Danemark (25 000 tonnes), I'Allemada®& 000 tonnes) et la France (11 000
tonnes). En revanche, 'Espagne n’'importe praticergrpas de crevettes transformées.

1.5.5 Le marché francais de la crevette

Depuis 1995, les crevettes représentent sur leh@drancais le premier poste d’'importation
des produits de la mer en terme de valeur, deeasdaumon et le thon, atteignant 533 millions
d’euros en 2004, et le troisieme poste en terméodrage avec environ 100 000 tonnes
importées (OFIMER, 2004). Ces importations ont mwteent connu un accroissement
important a partir de 2001, passant de 70 000 warkd0 000 tonnes en 2004. Contrairement
a I'Espagne et l'ltalie, la France a continué dagigter ses importations de crevettes dans le
premier trimestre (janvier a mars) de I'année 28@& 23 500 tonnes pour une valeur de 11,3
millions d'euros, soit une progression de 11 % ragport a la méme période de l'année
précédente (FAO-Globefish/Boisset, 2008b). Il g'ggincipalement d’'une croissance des
importations de crevettes entieres congelées )13andis que les produits transformés ont
diminué de 4 % et les produits réfrigérés de 19SUr. ce premier trimestre, 'Equateur a
confirmé sa position de fournisseur numéro un eanée avec 4 700 tonnes de crevettes

exportées vers la France, soit une augmentatiod3d# de ses exportations par rapport a

12
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2007. L'Inde a atteint la deuxiéme place avec wigen@ntation de 4 %. Le Brésil a continué a
perdre du terrain avec seulement 1 900 tonnes,useitdiminution de 42 % par rapport a
2007. La croissance générale des importations deettes en France est également
attribuable a la reprise des exportations malgacpess de 50 % par rapport a 2007).
Madagascar a toujours été un fournisseur tradibrie crevettes de haute valeur
commerciale (crevettes labellisées) sur le marcgghis. Les exportations colombiennes ont
également augmenté de facon constante au couded@sres années (plus de 62 % en 2008

par rapport a 2007).

1.5.6 La consommation de crevettes en France.

La consommation apparente de crevettes en Frant&ipe estimée a 91 000 tonnes en 2004,
soit environ 1,5 kg par an et par habitant (OFIMER(5). Plus des trois quarts de la

consommation portent sur les crevettes tropicalas,75 000 tonnes, contre 16 000 tonnes de
crevettes nordiques. Ce sont les crevettes cuigdggarées qui ont la faveur des

consommateurs francais, dans le cadre d’une conatiomm domicile (environ 62 acheteurs

sur 100), avec 23 688 tonnes achetées en 2006upewtépense de 260 millions d’euros, soit
un prix moyen de 11 euros le kg de crevettes @ab8. Cette consommation se répartit tout
au long de l'année avec 1500 a 2000 tonnes de tt@eveuites réfrigérées consommees
chaqgue mois, cependant on constate un pic de conatiom pour le mois de décembre avec
environ 3000 tonnes soit prés de 12 % du volurmed tmtnsommé chaque année. Le prix au

kg reste quant a lui constant tout au long de Eann

Tableau 3 : Répartition de la consommation de crevies a domicile, par type de
produits disponibles sur le marché francais en 200@OFIMER, 2006)

Consommation des Prix  Quantitts Sommes  Nombre Part de

particuliers a leur domicile moyen achetées dépenséesd’acheteurs/ valeur

en poids net (2006) (€/kg) (tonnes) (K€) 100 ménages des GMS
Crevette crues 13,5 1861 25 202 9,70 67 %
Crevettes cuites réfrigérées 11,0 23 688 260 977 61,90 81 %
Crevettes cuites surgelées 9,6 9515 91 571 28,40 73 %

13
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1.6 Transformation des crevettes (cas des crevettesuites conditionnées sous

atmosphére protectrice)

La majeure partie des crevettes importées en Fisomtesous la forme de matieres premiéres
congelées, crues, décortiquées ou entiéres. Leegsos de transformation comprend les
étapes suivantes : décongélation, cuisson, refsadient en chambre froide ou en saumure,
égouttage, mise en barquette, conditionnement amussphére protectrice. Il n'existe pas de
regles strictes a suivre pour la cuisson des desjethaque entreprise dispose de son propre
procédé, par exemple, certaines usines utiliseqirooédé de cuisson en chambres spéciales
saturées en vapeur d’eau (Kanduri et Eckhardt, R@@&tains procedés prévoient également
de traiter les crevettes avant cuisson au tripagphate de sodium (STPP), agent de
rétention d’eau, ceci afin de prévenir la déshydian des crevettes (concentration maximum
de 10 mg/kg dans le produit fini selon la normeGhdex alimentariugFAO/OMS, 1995).
Néanmoins, on constate que le procédeé le pluséitpour la cuisson reste le bain d’eau
bouillante. Un diagramme de process standard, okaepres de I'Association des Cuiseurs
de Crevettes et de Crustacés (A3C), est présentiguee 4. La premiere étape consiste a
décongeler les produits. Cette étape est génératerdalisée dans un bain d'eau douce dont
la température peut varier entre 20 et 50 °C. Awrsae cette étape il est possible d'ajouter
dans le bain de décongélation, uniqguement danasleles crevettes entieres, du meétabisulfite
de sodium (concentration maximum de 30 mg/kg damsdduit fini selon la norme du codex
alimentarius (FAO/OMS, 1995), agent anti-oxydant permet de lutter contre la mélanose
ou noircissement des crevettes lié a une actiognesmizque produisant de la mélanine de
couleur noire. La durée de cette étape est en meyégnne dizaine de minutes. Les crevettes
sont ensuite placées dans des paniers métalliquesogt plongés dans le bain de cuisson.
Celle-ci se déroule en eau douce ou salée (entet 20 %) chauffée a une température de 90
a 100 °C. En 2 & 5 minutes, les crevettes attetgmes température a coeur d’environ 75 °C.
Elles sont ensuite refroidies soit en chambre &adit dans un bain de saumure (environ 15
% de sel) qui peut contenir des conservateurs colasacides organiques (acides citrique,
sorbique, benzoique, lactique, ascorbique) ou enleodiacétate ou le benzoate de sodium.
Les crevettes sont ensuite égouttées et condiBenaéus atmosphére protectrice, avec des
mélanges gazeux qui peuvent étre tres variés,taleari00 % de COau mélange de trois
gaz : CQ, N,, O, dans diverses proportions. Cependant le mélangé 8@, 50 % N est le

plus répandu.
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Réception / Stockage matiére premiére
crevettes (entieres ou décortiquées)
crues congelées (-20 °C)

Décongélation Traitement éventuel au
< métabisulfite de sodium

Cuisson —> 70— 75 °C a cceul
Arrét de cuisson, refroidissement en<::I Ajout éventuel de
chambre froide ou en saumure conservateurs

Egouttage

Pesée, mise en barquette et operculage
sous atmospheére protectrice

Stockage produits finis

Figure 4 : Diagramme du process deuisson des crevettes (entieres ou décortiquées)
(modifiée d'apres A3C, 2006)
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1.7 Qualité et sécurité des produits de la mer : leéglementation européenne

1.7.1 Les fondements de la réglementation européesn

Le livre blanc de la commission sur la sécuriténalitaire, adopté le 12 janvier 2000, avait
fixé des objectifs pour une amélioration de I'exizerscientifique, une responsabilisation des
opérateurs, une approche filiere et un souci delgication. C’est sur cette base qu’ont été
définies les nouvelles regles communautaires, déaliord le reglement 178/2002, entré en
vigueur le ler janvier 2005, puis le « paquet hygie, au sens strict, qui s’est appliqué au ler
janvier 2006. Le reglement 178/2002 (« Food lavax»institué I'Autorité Européenne de
Sécurité des Aliments. Il précise aussi I'obligatide tracabilité, de retrait des produits
susceptibles de présenter un risque pour la sabl@pe et de notification aux autorités.

Ce reglement constitue le socle de la nouvelleslégon alimentaire communautaire. Il est
complété par un ensemble de reglements relatifShygiéne, certains concernant les
professionnels de l'alimentation animale (reglemEs®/2004) et de I'alimentation humaine
(reglement 852/2004 pour toutes les denrées alairest et 853/2004 pour les denrées
d’origine animale), et d'autres relatifs aux seegicde contréle (reglements 882/2004 et
854/2004). La nouvelle réglementation relative dsdgurité sanitaire des aliments a pour
objectif une clarification et une simplification sleprocédures. Elle remplace ainsi 17
directives sectorielles et la directive horizon®@2B294/CEE.

La nouvelle réglementation européenne concernesdimble de la filiere agroalimentaire
depuis la production primaire jusqu’au consommatams une approche intégrée « de la
fourche a la fourchette ». L'esprit général degegxonsacre la logique de la « nouvelle
approche » apparue en 1993: la réglementation lese résultats a atteindre par les
professionnels en leur laissant une certaine tiitsur les moyens. La mise en place de
procédures basées sur les 7 principes de 'HACGRy@%eralisée (hormis la production
primaire) et le recours aux guides de bonnes prasigl’hygiene est fortement encouragé.
Chaque établissement doit mettre en place un pdamaitrise sanitaire qui lui est propre,
constitué de bonnes pratiques d’hygiene ou présegie procédures basées sur les principes
de 'HACCP et de procédures de tracabilité et deaitérappel en cas d’alerte. Enfin, le
dispositif sépare clairement les responsabilitéseeles professionnels et les services de
controle. Les premiers sont tenus de montrer gurilttent en place toutes les mesures
nécessaires afin de répondre aux objectifs fixéslgpaeglementation. La responsabilité en

matiere de sécurité sanitaire des aliments lewnimhe. L'article 1 du reglement 854/2004
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souligne en particulier que la réalisation de dile officiels est sans préjudice de la
responsabilité juridiqgue primaire de I'exploitarie plus, le réglement européen CE
n°2073/2005, concernant les criteres microbiologgqdes denrées alimentaires est entré en

application le ¥ janvier 2006. Ce texte a depuis été modifié pagddement CE1441/2007.

1.7.2 Analyse des dangers microbiologiques et paintritiques pour la maitrise dans le

process de fabrication des crevettes cuites.

Pour I'ensemble du process de fabrication des ttes/euites (voir figure 4), les deux étapes
de la cuisson et du stockage du produit fini petngre considérées comme CCP (point
critiqgue pour la maitrise du danger microbiologigies produits finis). L'analyse de ces deux

étapes selon une démarche HACCP est présentééeddableaux 4 et 5.

Tableau 4 : Etape critique (CCP) de la cuisson desevettes cuites
(modifié d'apres A3C, 2006)

Danger Causes Mesures de maitrise Action de Mesures correctives
considéré surveillance
cuisson
Danger Bareme de  Température a coeur de 75 °CEnregistrement du Augmenter le baréme
microbiologique :  pasteurisation Calcul de la valeur baréeme. Contr6le de de pasteurisation.
survie. non maitrisé. pasteurisatrice. I'état de cuisson de Eliminer les produits
la crevette. non conformes.
Matiére Respect du cahier Agrément des Refus des lots non
premiére des charges matieres premieres conformes.
contaminée. des matieres premiere. a la livraison
Recontamination Nettoyage, Controles Renouveler le

par les cuves de  désinfection des cuves. microbiologiques de  nettoyage et la
cuisson. surface (gélose désinfection

contact).
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Tableau 5 : Etape critique (CCP) du stockage des evettes cuites
(modifié d'apres A3C, 2006)

Danger considéré Causes Mesures de maitrise Actide Mesures correctives
surveillance
Danger Rupture de la Entretien régulier des Contrdle de la  Destruction du produit fini
microbiologique : chaine du froid. chambres froides parla  température de la si la rupture de la chaine
multiplication. maintenance. chambre froide  du froid dépasse 2h00.
par des
enregistreurs. Controle renforcé de la

température des produits

mis en chambre froide.

Intervention de la
maintenance pour

réparation immeédiate.

1.8 Ciritéres microbiologiques applicables aux crusceés cuits

Auparavant, il n’existait pas de l|égislation euramge en ce qui concerne les critéres
microbiologiques des denrées alimentaires, maies®nt une réglementation nationale avec
l'arrété du 21 décembre 1979, qui a fait référepeadant 25 ans. Ce texte qui fixait un
certain nombre de critéres microbiologiques entionades denrées alimentaires, ne qualifiait
pas ces criteres selon qu’ils soient relatifs ddiarée elle-méme, ou aux conditions d’hygiéne
devant étre respectées au cours des opératiorgbdeation. Ce texte a depuis été abrogé
pour laisser place au reglement européen CE n°2003/ faisant partie du « paquet
hygiene », applicable & la fois aux denrées ansnateaux denrées végétales. Il établit un
cadre législatif européen unique pour assureml® Icirculation des produits alimentaires et
un haut degré de protection des consommateurs.edmpaints notables du réglement CE n°
2073/2005 est 'usage de deux termes nouveaux qualifier les criteres microbiologiques,
selon que l'on s’adresse au produit ou au prockdest question désormais de criteres de
sécurité applicables au produit et de criteresgléne des procédés. Le critere de sécurité des
denrées alimentaires est un critere définissamtcdptabilité d’'un produit ou d'un lot de

denrées alimentaires, applicable aux produits mrsles marché. Le critere d’hygiéne du
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procédé est un critére indiquant I'acceptabilitéfaluctionnement du procédé de production.
Les critéres microbiologiques sont établis surdaebd’avis scientifiques publiés par I'agence
européenne de sécurité des aliments (EFSA). Amsgglement CE n° 2073/2005 n’est pas
deéfinitif, et il est destiné a faire I'objet de i®wons régulieres pour tenir compte des progrés
scientifiques, technologiques et méthodologiquasiajue des micro-organismes pathogénes
émergents dans les denrées alimentaires et dematfons fournies par les évaluations des
risques. Depuis son entrée en application, ledreri¢r 2006, le réeglement CE n° 2073/2005 a
fait I'objet d’'une modification avec le reglemenE@° 1441/2007 du 5 décembre 2007 publié
le 7 décembre 2007 au Journal Officiel de I'Uniarrdpéenne.

1.8.1 Les criteres d’hygiene des procedeés

Les criteres d’hygiéne pour les crustaceés cuit$ pm@sentés dans le tableau 6. Il convient de
préciser que le reglement CE n° 1441/2007 a dé@ésicriteres d’hygiene uniquement pour
les produits de crustacés décortiqués cuits, gisties dénombrementsEscherichia coliet
des Staphylococcus coagulase positive. Cependant, la direction rgéméle I'alimentation
(DGAL) précise la nécessité ou l'intérét scientiitgdu maintien de criteres microbiologiques
utilisés de longue date (certains criteres datamtl'drrété du 21 décembre 1979) en
complément des critéres européens applicables rajarhger 2006. C’est le cas notamment
des micro-organismes aérobies a 30 °C, qui ne dbipas dépasser pour les crevettes

décortiquées cuites, 510FC/g en sortie d’usine et 10FC/g & la DLC.

1.8.2 Les criteres de sécurité autres guasteria monocytogenes

Les critéres de sécurité applicables aux crustegiés, qui ont été retenus par le réglement
CE n° 1441/2007, définissent I'acceptabilité d’uoguit ou d’'un lot de denrées alimentaires,
applicables aux produits mis sur le marché (tab®alls fixent une limite au-dela de laquelle
on doit considérer que la denrée alimentaire estacoinée de maniére inacceptable par le ou
les micro-organismes pour lesquels ces critéeres &ablis. Comme dans le cas des criteres
d’hygiene, la DGAL a précisé l'intérét de distingues produits de crevettes entiéres ou

décortiquées, ce qui n'est pas le cas dans lemegle
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Tableau 6 : Critéres d’hygiéne applicables aux prodits décortiqués et décoquillés de
crustacés et de mollusques cuits (reglement CE n441/2007)

] Plan L Action en cas de
Micro- d’échantillonnagé” Limites Stade d’application
organismes

résultats insatisfaisants

n c m M
o ) . Amélioration de
Escherichia coli 5 2 1/g 10/g Fin du procédé de N
o I'hygiéne de
fabrication )
production
Staphylocoques . " Amélioration de
100 1000 Fin du procédé de )
a coagulase 5 2 o I'hygiéne de
N UFC/g UFC/g fabrication )
positive production

M) n = nombre d’unités constituant I'échantillons aombre d’unités d’échantillonnage donnant désura entre m et
M.

Tableau 7 : Critéres de sécurité autres qukisteria monocytogenesapplicables aux

produits décortiqués et décoquillés de crustacés éé mollusques cuits (reglement CE n°

1441/2007)
i Plan Limites
Micro- d’échantillonnagé” Stade d’application
organismes n c m M
Produits mis sur le
Salmonella 5 0 Absence dans 25¢g

marché pendant leur

durée de conservation

M- n = nombre d’unités constituant I'échantillons aombre d’unités d’échantillonnage donnant des
valeurs entre m et M.
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1.8.3 Cas dd.isteria monocytogenes

La recherche deisteria monocytogenasest pas un critere de sécurité propre aux ptedui
de crustacés cuits mais concerne en général taaispieduits pouvant favoriser le
développement deisteria monocytogeneg’est-a-dire les produits préts a étre consommeés
sans opération de cuisson avant ingestion (taledune distinction est faite entre le produit
fini mis sur le marché et le produit en cours daritation avant qu'il ne quitte le contréle
immédiat de I'opérateur qui I'a fabriqué. En caspdésence dans le produit fini, une analyse

complémentaire doit étre effectuée sur la matiezengere.

Tableau 8 : Critéres de sécurité relatifs d.isteria monocytogenegeglement CE n°

1441/2007)
Plan Limites
Produit d'échantillonnagé” Stade d'application
n c m M

Produits mis sur le marché
5 0 100 UFC/g? pendant

leur durée de conservation

Denrées alimentaires prétes a étre
consommeées pouvant favoriser le

développement deisteria monocytogenes

autres que celles destinées aux nourrissons ou Avant que la denrée alimentaire
Absence dans

a des fins médicales Spécia]es 5 0 25 ®) n’ait qutté le contrble immédiat
g . . L
de I'opérateur qui I'a fabriquée

(1) : n = nombre d’'unités constituant I'échantiler= nombre d’'unités d’échantillonnage donnantwdgeurs entre m et M.

(2) : ce critere est applicable lorsque le fabrigest en mesure de démontrer, a la satisfactidfaderité compétente, que le produit
respectera la limite de 100 UFC/g pendant touteul@eal de conservation. L'exploitant peut fixer, pemtdle procédé, des valeurs
intermédiaires suffisamment basses pour garangida@limite de 100 UFC ne sera pas dépassée au terfaedurée de conservation.
(3) : ce critere est applicable aux produits awguitls n’échappent a la maitrise immédiate de llekpnt du secteur alimentaire,
lorsque celui-ci n'est pas en mesure de démortrkx,satisfaction de l'autorité compétente, quprteuit respectera la limite de 100
UFC/g pendant toute la durée de conservation.
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1.8.4 Evolution des criteres européens liés a ldiére produits de la mer

Le choix de micro-organismes pertinents est essdgmbiur définir des criteres d’hygiene des
procédés qui soient utiles pour les professiondielse filiere comme celle des produits de la
mer. Les criteres d’hygiéne des procédés qui oét définis dans le reglement CE n°
1441/2007 ne répondent pas parfaitement a la pratique des industriels pour garantir la
qualité de leurs produits. C’est le cas notammest ftbres d’altération, comme les flores
psychrotrophes, qui peuvent se développer surrledufis en provoquant des modifications
organoleptiques, entrainant une diminution nonigégble de leur durée de conservation.
Dans ce nouveau contexte réglementaire, il est dprévu que les professionnels
s’approprient eux-méme cette question et déterniidans le cadre de leur entreprise ou de
I'interprofession, des criteres d’hygiene des pdésépertinents, qui soient adaptés a leurs
procédés, a leurs produits et a l'usage attendaedederniers. Il est donc utile de mieux
connaitre les flores d’altération potentielles aeldevette, si 'on souhaite mettre en place de

nouveaux critéres d’hygiene des procédeés.

2 Microbiologie et altération sensorielle de la cneette cuite

Aprés capture, a I'état cru, les crevettes sont desrées trés sensibles au processus
d’altération microbienne. En effet, elles peuverite Econtaminées par des bactéries
naturellement présentes dans I'environnement noboin elles sont issues, comério sp.,
Aeromonas sp., Pseudomonassp., Flavobacterium sp., Serratia sp., Shewanella sp.
(Hanninenet al, 1997 ; Gopalet al, 2005 ; Jeyasekaragt al, 2006) ou des bactéries
présentes dans leur tube digestif qui n'est pasmsyiquement retiré apres la capture
(Gomez-Gil et al, 1998 ; Al-Harbi, 2003). Ces bactéries peuventdseelopper trés
rapidement sur les crevettes crues qui constituemt environnement favorable au
développement microbien, du fait d’'un pH neutre (mdche de 7), d’'une activité de I'eau
(Aw) élevée et de la présence de composés chimipiéaible poids moléculaire tels que les
acides aminés et les nucléotides libres (Chinivasag al, 1998 ; Jeyasekaraat al, 2006).
Ces composés sont directement utilisables pourrdéssance et le métabolisme de ces
bactéries, dont certaines vont participer a la petdn de mauvaises odeurs et flaveurs.
Toutefois, le traitement par la cuisson qui intentidans le procédé de transformation des

crevettes permet de réduire de maniére efficachdege bactérienne initialement présente sur
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les crevettes crues. La microflore d’'altération desvettes cuites a donné lieu a trés peu
d’études, a part quelques travaux publiés sur kevettes nordiques. Ces études ont
notamment montré que la microflore présente sucregettes apres la cuisson était dominée
par des bactéries a Gram positif comBrechothrix thermosphactat des bactéries lactiques
avec les genre€arnobacterium Enterococcuset Lactobacillus (Dalgaardet al, 2003 ;
Mejlholm et al, 2005 ; Mejlholmet al, 2008).

2.1 Taxonomie et physiologie des principales bactés isolées de la crevette cuite

2.1.1 Brochothrix thermosphacta

Brochothrix thermosphacta été isolée et décrite pour la premiere fois $azbacher et
McLean (1951) alors qu’ils étudiaient la microbigie des saucisses de viande de porc. Ces
isolats furent d’abord classés dans le gévirerobacteriumcomme nouvelle espéchb.
thermosphactun{fMcLean et Sulzbacher, 1953). Cependant, ces mammesirs évoquaient
déja des différences notables erite. thermosphacturat d’autres espéces du méme genre,
notamment au niveau de la morphologie cellulaitas Pard, d’autres auteurs ont confirmé
non seulement les différences de morphologie maisiémontré également des différences
au niveau des profils protéiqgues et enzymatiquesbifiRon, 1966), de la structure du
peptidoglycane (Schleifer, 1970 ; Schleifer et Kandl972) et dans la composition en bases
de I'ADN (Collins-Thompsonet al, 1972). En conséquence, Sneath et Jones (1976)
concluaient queMb. thermosphactunetait suffisamment distinct des autres especes de
Microbacteriumainsi que de ses plus proches voisins a GramifposimeLactobacilluset
Listeria pour constituer un nouveau genre bactérien ajgreléhothrix

2.1.1.1 Les especes du genBeochothrix et leurs habitats

Le genreBrochothrixest tres proche sur les plans phénotypique ebphlgtique deisteria.

Ces deux genres font d'ailleurs partie de la méamaille bactérienne : lekisteriaceae Le
dendrogramme ci-dessous (figure 5), établi surakeldes séquences nucléotidiques du géne
codant 'ARNTr-16S, illustre la parenté phylogénaggde ces deux genres. Actuellement, le
genreBrochothrix est constitué de deux especBs, thermosphactat Bt. campestrisCes
deux especes ne partagent pas la méme niche épatoBrochothrixcampestris décrit par
Talonet al (1988), a été isolée du sol et d’herbe de peldBisehothrixthermosphactast
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connue comme étant une bactérie d’altération dealade de boeuf et de porc (Saketaal,
2002 ; Bohaychuk et Greer, 2003) et se retrouvéeggmt dans la volaille, le saumon et les
produits de la mer en général (Rachretial, 2004a ; Del Rit al, 2005 ; Mejlholmet al,
2005 ; Hovdeaet al, 2007b).

100 [ Brochothrix thermosphacta ATCC 11509 (M58798)

L Erochathrix campestiis ATCC 43754 (X56156)

Listeria grayi CIP 6818 (X56150)
Listeria fvanovii NCTC 11846 (X56151)

Listeria seefigeri NCTC 10357 (X56153)

Listeria welshimeri NCTC 11857 (X56149)

Listeria innocua NCTC 11288 [(X56152)
Listeria monocytogenes NCTC 10357 (X56154)
Sporofactobacillus terras DSM 11697
[ Sporofactobaciius inufinus DSM 20348

] mESpamIacfobam’Ws kofuensis DSM 11701
Sporolactobacilus nakayamae DEM 11698

00| 100

100

Figure 5 : Dendrogramme représentant les similarité de séquences nucléotidiques du
gene codant ’ARNr-16S entre les souches types Beochothrix, Listeria et
SporolactobacillugStackebrandt et Jones, 2006).

2.1.1.2 Caractéristiques physiologiques d@rochothrix thermosphacta

Brochothrix thermosphactest une bactérie a Gram positif qui se préseméufzart du temps
sous forme de batonnets fins et immobiles (Staek®ltret Jones, 2006). Elle est anaérobie
facultative, non sporulée et produit de la catald®ychrotrophe, elle est capable de se
développer entre 0 et 30 °C avec un optimum dessaoice aux alentours de 25 °C. Le pH
optimum de croissance est de 7. D'une fagon gémélalmétabolisme du glucose Bé
thermosphactaest influencé par la teneur de l'atmosphére emgeng et en dioxyde de
carbone (Pinet al, 2002). Dans des conditions aérobiBs, thermosphactgroduit de
'acétoine a partir du diacétyle provenant du pgtay avec libération d’'une molécule
d’acétoine pour une molécule de glucose. En camdé@naérobie, le glucose est transformé en
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deux molécules d’acide lactique. L’activité lipatyde chezBt. thermosphacta également
été décrite par Papon et Talon (1988). La prododi® lipase a été observée au cours de la
phase exponentielle de croissance et il a été diéénau’elle était influencée par les

conditions de croissance.

2.1.1.3 ROdle d&Brochothrix thermosphactadans les aliments

Brochothrix thermosphactast une bactérie contaminante des viandes réggédiDainty et
Mackey, 1992), elle est non pathogéne mais estonssiple de la production d’odeurs
désagréables. Dans la viande emballée sous videsomis atmosphére modifiédt.
thermosphacta peut devenir prédominante par rapport aux autresireg comme
Carnobacterium les Enterobacteriacegelactobacillus LeuconostocPseudomonagBorch

et al, 1996).Brochothrixthermosphactdait partie de la flore de la dinde crue (Sametisl,
2000), du porc (Bohaychuk et Greer, 2003) et db@mmcuit (Sameligt al, 1998). Pendant
la conservation au froid de la viande de boeuf edatous vide, la population d&.
thermosphactaeut augmenter jusqu’a 7 10FC/g au cours des deux premiéres semaines du
stockage pour devenir ensuite indétectable audkeiette période (Sakada al, 2002). Elle

a aussi été detectée par DGGE pendant les tromigne jours de la fermentation de la
saucisse (Cocoliet al, 2001). Dans une approche polyphasique d’écolmgieobienne, par
méthode traditionnelle et par PCR-DG@#, thermosphact&t Lb. sakeiont été reconnues
comme bactéries dominantes de la saucisse (Caztadi 2004).

Les produits de la mer constituent également uritdtatavorable au développement Be
thermosphactaNickelsonet al. (1980) ont isolé cette bactérie de la chair degums hachés,
a différents stades de production. D’autres auteomsme Lannelonguet al. (1982) ont isolé
Bt. thermosphactale poissonsArchosargus probatocephajugmballés sous GQou de
poissons congelés comme le cabillaud (Gardner, )198dr du thon blanc emballé sous
atmosphére modifiée, il a été démontré que la saoie deBt. thermosphactan’était pas
affectée par la présence de £ @orsque l'atmosphere contenait également de, 'é€h
concentration supérieure a 0,2 % (Lopez-Gabteal, 1995). Joffrauckt al (2001) et Stohet

al. (2001) ont montré que la présenceBte thermosphactalans le saumon fumé était a
I'origine de la production d’odeurs de beurre, fipse et de fromage bleu associées a
I'altération de ce produit. En effdBt. thermosphact@roduit une quantité importante de 2-
heptanone et 2-hexanone qui seraient responsabléspparition de cette odeur fromage
bleu.
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2.1.2 Carnobacterium

Le genreCarnobacteriumappartient au groupe des bactéries lactiques.étegoroposé par
Collins et al (1987) a la suite d’'une étude taxonomique basédhg/bridation ADN-ADN
concernant certaines especes classées antérietiretlams le genrelLactobacillus:
Lactobacillus carnis Lactobacillus divergen®t Lactobacillus piscicolaainsi que d’autres

souches ressemblant a des lactobacilles et isdéeeimnde de volailles par Thornley (1957).

2.1.2.1 Les espéces du gen@arnobacteriumet leurs habitats

En 1987, Collinset al ont distingué quatre especes Carnobacterium divergens
Carnobacterium piscicola Carnobacterium gallinarumet Carnobacterium mobile Ces
bactéries ont été isolées essentiellement des ipsarhrnés (Barakait al, 2000 ; Sakalat

al., 2002), des produits de la mer (Ringbal, 2000 ; Gonzalez-Rodriguezt al, 2002 ;
Paarupet al, 2002 ; Dalgaardt al, 2003) mais aussi de produits laitiers (Millieaeal,
1994). En 1991, Franzmaret al. ont mis en évidence deux nouvelles especes dre gen
Carnobacterium(Ch. funditumet Ch. alterfunditurn qui ont été isolées des eaux du lac Ace
en Antarctique. En 2003, Mogd al montrent qué&€arnobacterium piscicolat Lactobacillus
maltaromaticussont des synonymes hétérotypiques (ces deux taarsdentiques mais ont
des souches types différentes). L'épithéte spéeifitpltaromaticusayant priorité sur celle de
piscicolg les auteurs valident pour ce taxon la nomendatde Carnobacterium
maltaromaticum comb. nov. Actuellement, les huit espéces comsiitule genre
Carnobacteriumsont Cb. maltaromaticumCb. divergensCb. gallinarum Cb. mobile Cb.
funditum Cb. alterfunditum Cb. inhibenset Cb. viridans Un arbre phylogénétique a partir
des séquences de I'’ADNr 16S est présenté dangueeft. Il montre la relation de parenté
des espéces d€arnobacteriumainsi que la distance relativement éloignée daitéu
taxonomique contenant désactobacillus L'analyse des séquences du gene codant 'ARNr
16S deCb. gallinarumet Cb. mobilea montré 96 a 98 % d’identité av€b. maltaromaticum

et Cb. divergengWallbankset al, 1990) et qué&hb. inhibensest phylogénétiguement proche
deCb. alterfunditum(Rachmaret al, 2004Db).
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C. piscicola C. gallinarum
C. divergans P &

C. inhibens

C. fundifum
C. viridans
C. alterfunditum
Desemzia incerta
Lactosphaera pasteuri
5%
Lactobacilus sakei

Figure 6 : Arbre phylogénétique construit a partir des séquences nucléotidiques du gene
codant TARNr-16S pour les espéeces des genr€arnobacteriumet Lactobacillus
(Hammes et Hertel, 2006).

2.1.2.2 Les caractéristiques physiologiques du genCarnobacterium

Les bactéries appartenant au geGiegnobacteriumsont des bacilles & Gram positif, isolées
ou groupeées en chainettes, mobiles ou immollasobacteriumest une bactérie anaérobie
facultative, catalase, oxydase et nitrate reduct@égmtive, psychrotrophe et trés faiblement
hétérofermentaire (Collinst al, 1987).

Contrairement aukactobacillus les Carnobacteriumsont peu acidifiants. Par ailleurs, trois
caracteres les distinguent dlactobacillus: I'absence de croissance sur gélose a l'acétate
(milieu Rogosa contenant 15 g/L acétate de sodilanfomposition en acides gras de la
membrane et l'acidmésediaminopimélique qui est I'acide majoritaire dyptidoglycane de

la paroi (Hammes et Hertel, 2006). En présencaudeesle métabolisme déarnobacterium
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n'est que trés faiblement hétérofermentaire avexr pneduction majoritaire d'acide lactique
L(+) (avec un peu de D po@b. maltaromaticum Le pourcentage de base azotées Guanine
plus Cytosine (G+C) de 'ADN génomique @arnobacteriumest compris entre 32 et 37 %
(Rachmaret al, 2004b).

2.1.2.3 ROle des espéces @arnobacteriumdans les aliments

Plusieurs études mentionnent la présence d’espdweegenreCarnobacteriumdans les
fromages, dont certaines pourraient jouer un réleebique dans leur texture et leur saveur au
cours de laffinage (Milliereet al, 1994). Récemment une méthode de détection et de
guantification spécifigue du gen@arnobacteriumpar PCR quantitative a été mise au point
pour la détection rapide de ce genre dans les fyjemau autres matrices alimentaires
(Cailliez-Grimalet al, 2005).Carnobacterium divergenst Carnobacterium maltaromaticum
sont connues pour dominer fréquemment la microftba#tération de divers produits a base
de viande et des produits de la mer, particuliergres produits emballés sous vide ou sous
atmosphéere modifiée (Laurset al, 2005 ; Leisneet al, 2007 ; Vasilopoulogt al, 2008).
Des études ont notamment démontré que ces deugesspetabolisaient les acides aminés
libres ce qui aboutit a la formation de composésitile spécifiques de l'altération comme
'ammoniac, le diacetyl/acétoine ou encore le matkgnal (Joffraudet al, 2001). A
'opposé, Paludan-Mulleet al (1998) ont montré qu€b. maltaromaticunmnoculée sur du
saumon fumé ne semblait pas jouer un role dangrdaion du saumon fumeé, emballé sous
vide ou sous atmosphere modifiee. En revanche gitadémontré que des souchesCibe
maltaromaticumavaient réduit la durée de conservation de ladéate boeuf emballée sous
vide (Leisneret al, 1995). Une étude sur le calamar emballé sous aideontré un réle
d’altération possible d€arnobacteriumsp., qui est capable de produire de 'ammoniac a
partir de I'arginine, présent en quantité importatiéns le calamar, ainsi que de la tyramine a
partir de la tyrosine (Paarwgt al, 2002). La production d’amines biogenes, partezelinent

la tyramine parCh. divergensv41 a aussi été étudiée dans le saumon fumé (Cehaall,
2002a ; Connilet al, 2002b). Le géne codant la tyrosine décarboxylagdC) a été
déterminé chefb. divergengsouche 508), il fait partie d’'un opéron composéradis genes,
impliqués dans la production de tyramine (Cotnal, 2004). De plusCb. viridansest
responsable du verdissement de la viande embailé® \dde, observé apres ouverture des
emballages. Ce verdissement résulte de la produbtotérienne de peroxyde d’hydrogéne et
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de l'exposition de la viande a I'oxygéne de l'airgrovoque une oxydation de la myoglobine,
avec formation de cholémyoglobine (pigment de aoulerte) (Holleyet al, 2002 ; Peirson
et al, 2003). Enfin de nombreuses soucheLdenobacteriumproduisent des bactériocines
actives contrelisteria monocytogenefieisneret al, 2007), et certaines d’entre elles ont
montré un role intéressant dans la biopréservatgmaliments (Brilleet al, 2005 ; Edimaet
al., 2008).

2.1.3 Enterococcus

Le genreEnterococcusqui appartient au groupe des bactéries lacticuéss séparé du genre
Streptococcuslans les années 1980 grace a des études basébkglsidation ADN-ADN et
ADN-ARNr (Schleiferet al, 1985 ; Schleifer et Kilpper-Balz, 1987). Cettpation a par la
suite été confirmée par des analyses de séquenaggnd codant 'ARNr-16S qui ont montré
que les entérocoques différaient également desclagties et des autres coques a Gram
positif (Ludwig et al, 1985).

2.1.3.1 Les espeéces du genEmterococcuset leurs habitats

Le genreEnterococcuscompte actuellement 34 espéces (Tanasupatvat, 2008). Il est
phylogénétiguement proche des gerviedissococcusvagococcugt Carnobacterium(Cai et
Collins, 1994). Les entérocoques sont des bactééguistes présentes notamment dans
I'intestin de 'homme et des animaux, dans les aaées, dans I'eau douce, I'eau de mer, le
sol et sur les végétaux. En général, lorsque desces du genrénterococcusont retrouvees
dans des écosystemes autres que l'intestin des Bsramdes animaux, cela témoigne d’'une
contamination fécale (Flahaat al, 1997). Plusieurs espéces peuvent cohabiter audsaie
méme niche écologique mais il existe une relatpgxicité d'hote. Ainsi, selon les hétes, les
especes d’entérocoques les plus frequemment is(ieeby, 1997 ; Devrieset al, 2006)
sont : Ec. faecalis et Ec. faecium (hommes, chats, chiens, porcs, volailles, plargels et
eaux) ; Ec. durans (hommes, poulains et volaillesggc. cecorum(bovins adultes, porcs et
volailles) ; Ec. canintestini et E. canis (chiens) ;Ec. hirae et Ec. villorum (porcs) ; Ec.
casseliflavusEc. haemoperoxidys€c. moraviensisEc. mundtii et Ec. sulfureus(plantes, sols

et eaux).
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2.1.3.2 Les caractéristigues physiologiques des esps du genrénterococcus

Les entérocoques sont des coques a Gram posipifésentant de maniéere isolée, par paires,
en courtes chaines ou en petits amas. Leur mormgieopeut varier selon les conditions de
culture (Leblanc, 2006). Ce sont des bactéries Bporulées, parfois mobilesEg.
casseliflavusEc. gallinarum), aéro-anaérobies (anaérobies aérotoléranteg)asatnégative,
généralement homofermentaires, se développantumetempérature optimale de croissance
de 35 °C (Devrieseet al, 1993). Les entérocoques possedent généralenaatigéne du
groupe D de Lancefield (DeLisle et Perl, 2003). Eaterocoques sont capables de résister a
des conditions hostiles : culture a 10 °C ou a@pa’pH 9,6, en présence de 40 % de bile, de
6.5 % de NaCl, résistance a un chauffage de 60ut@nti 30 minutes ; cependant il existe de

nombreuses exceptions (Fragtzal, 1999).

2.1.3.3 Role des espéces du gemlaterococcusdans les aliments

Bien que les entérocoques soient considérés coreméndicateurs de contamination fécale,
lorsqu’ils sont retrouvés hors du tractus gastestihal humain ou animal, leur présence dans
divers aliments (Foulquié Morenet al, 2006) n’est en revanche pas forcément révélatrice
d’'une telle contamination. Birollet al. (2001) ont d’ailleurs montré que les entérocoques
avaient peu de valeur en tant qu’indicateur d’hygiélans les industries agro-alimentaires.
Néanmoins, ils sont susceptibles de contaminealiesents comme la viande, le lait et les
produits laitiers (Giraffa, 2003 ; Ogier et Serr2008), les viandes (Frawt al, 2003 ; Hugas

et al, 2003) et les produits de la mer (Dalga&tdal, 2003 ; Mejlholmet al, 2008).
Enterococcus faeciurat Enterococcus faecalipeuvent étre responsables d'un verdissement
des produits carnés (Foulquié Morenb al, 2006). Enterococcusfaecalis participe a la
maturation des fromages et il est parfois considémme un ferment d'aréme contribuant a
une flaveur prononcée dans les fromages affinése(@g Serror, 2008). Inversemeic.
malodoratusest un agent d'altération organoleptique des fga@s@#gouda). Dans les produits
laitiers et notamment les fromages, certains eobéwes produisent de [I'histamine
(décarboxylation de I'histidine) et des amines ém@s (monoamines dérivées de la tyrosine,
de la phénylalanine ou du tryptophane) qui pountsére & I'origine de troubles circulatoires,
d'hypertension et de migraines (Devriese al, 2006 ; Leblanc, 2006). La présence
d’entérocoques dans les produits de la mer indsgpueent que la température de stockage a

éte trop élevée (> 15 °C) au cours de la distrdputie ces produits (Dalgaagtial, 2003).
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2.1.4 Lactobacillus

Le genreLactobacillus est quantitativement le plus important des gem@sartenant au
groupe des bactéries lactiques. Il compte en eifes de 110 espéces et environ 15 sous-
especes décrites (Euzéby, 1997 ; Hammes et H2@@6). Ce genre a été proposé en 1901
par Beijerinck, apres la découverte en 1896 depées Lactobacillus delbrueckiipar
Leichmann (Skermaat al, 1980). Led actobacillusspp. sont tres hétérogenes et les diverses

especes présentent des caracteres phénotypiqoesiniques et physiologiques variés.

2.1.4.1 Les espéces du gertactobacilluset leurs habitats

Les especes du genractobacillusoccupent également des niches écologiques trebles

et sont trés utilisées dans l'industrie alimentaiotamment dans les aliments fermentés tels
gue les produits carnés fermentés, le yaourt,dmdige, le pain au levain et la choucroute.
Certaines especes telles due sakei Lb. curvatusLb. plantarum Lb. alimentariuset Lb.
farciminis sont généralement retrouvées dans les produitesgMontelet al, 1991 ;
Rantsiouet al, 2006 ; Brookset al, 2008). Dans le saumon fumé, les especes les plus
frequemment retrouvées sadb. curvatus Lb. sakej Lb. plantarum Lb. farciminiset Lb.
alimentarius(Leroi et al, 1998 ; Joffrauckt al, 2001 ; Rachmaat al, 2004a).

2.1.4.2 Les caractéristigues physiologiques des esps du genré.actobacillus

Les lactobacilles sont des bactéries a Gram po&#héralement les cellules se présentent
sous la forme de bacilles longs et fins, parfoisuiaés, ou de coccobacilles (Kandler et
Weiss, 1986). Les lactobacilles sont non sporuleggmeéralement immobiles, micro-
aérophiles mais certaines souches sont anaérdietess a l'isolement, catalase négative,
généralement nitrate-réductase négative. Elles égess un métabolisme fermentatif
produisant de l'acide lactique représentant au snbh % des produits de fermentation, et
elles présentent des exigences nutritionnelles tmp (Rodagt al, 2005). La classification
de Orla-Jensen, datant de 1919, est toujours édilien pratique pour illustrer les
caractéristiques de la fermentation des sucredegalactobacilles. Ainsi selon le caractéere
fermentatif on distingue trois groupes de lactobest

- Les lactobacilles homofermentaires stricts quirddent les hexoses en acide lactique
(exclusivement par la voie homofermentaire d'Embhliyerhof), qui ne dégradent pas les
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pentoses et qui ne produisent pas de dioxyde t@mardors de la fermentation du glucose ou
du gluconate.

- Les lactobacilles hétérofermentaires stricts gi@rmentent les hexoses (voie
hétérofermentaire de la 6-phosphogluconate désbgdese / phosphocétolase) en acide
lactique, acide acétique ou éthanol et dioxydeatbane et qui dégradent les pentoses (voie
hétérofermentative de la glycéraldéhyde-3-phosphatepyruvate kinase / lactate
déshydrogénase) en acide acétique et en acidguactCes bactéries produisent du dioxyde
de carbone lors de la fermentation du glucose eluttonate.

- Les lactobacilles hétérofermentaires facultatfis métabolisent les hexoses en acide
lactique par la voie homofermentaire d'Embden Meyket qui dégradent les pentoses par
voie hétérofermentaire. lls ne produisent pas drydie de carbone lors de la fermentation du
glucose mais ils en produisent lors de la fermentatu gluconate.

Toutes sont acidophiles avec un pH optimum de saoise variant de 55 a 6,2. Les
Lactobacillus fermentent les pentoses et les hexoses et somblespde produire des
substances aromatiques volatiles. L’hétérogénéitégenre Lactobacillus est également
reflétée par les valeurs des G + C % qui, seloes$pgces, varient de 32 a 53 % (Hammes et
Hertel, 2006).

2.1.4.3 ROle des espéces dactobacillusdans les aliments

LesLactobacillussont tres utilisés en tant que ferments dansbiissiries agro alimentaires ;
ils sont tres intéressants par leur réle acidifiguitgarantit une stabilité du produit fermenté
variable selon la souche et I'aliment. Aind. delbrueckiisubsp.bulgaricusest I'une des
deux bactéries lactiques présentes dans le ydoeinmémelb. sakeiest trés utilisé dans la
fermentation des produits a base de viandebetplantarumdans les végétaux fermentés
comme la choucroute. D’autres espéeces appartenaygraelactobacillusinterviennent dans

la fermentation de diverses denrées alimentaires.

Cependant certaines especes du gémeobacillus jouent un réle dans l'altération des
aliments, comméb. alimentariusreconnue comme organisme spécifique d’altératarsde
hareng mariné (Lyhst al, 2001) ou plus récemment, les espddessakeiet Lb. curvatus
retrouvées également sur du hareng altéré (LyhBjaekroth, 2008).Lactobacillus sakei
subsp.carnosusa été caractérisée comme l'organisme d’altérati@ria dinde cuite fumée

(Sameliset al, 2000).Lactobacillus sakea également été retrouvée sur de la viande de boeuf
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emballée sous atmosphére modifiée, sous différagtanges gazeux (Ercoliet al, 2006).
Lactobacilluspeut aussi jouer un role altérant dans la viamd@ssociation avec d’autres
bactéries appartenant aux genfesrnobacterium Weissella Leuconostocet Brochothrix
(Borch et al, 1996). Lactobacillus curvatusest connue pour étre productrice de tyramine
(Massonet al, 1996 ; Burdychova et Komprda, 2007). La productitamines biogénes par
Lb. curvatusdans la mayonnaise, la salade de thon et de harétg étudiée (Leuschner et
Hammes, 1999 ; Pereisd al, 2001). Jorgensest al. (2000b) ont démontré qud. curvatus
était un organisme spécifique de l'altération dunsan fumé. Egalement, selon Statral
(2001),Lb. sakeiserait responsable d’odeurs acides et soufré@&s apn inoculation dans le
saumon fumé. Récemment une méthode fiable d'ideatiibn spécifique déb. sakejisolée

de diverses matrices alimentaires a été mise au.{ddlie repose sur Il'utilisation d’amorces
pour amplification PCR spécifigue du gekatA qui code pour une catalase heme-

dépendante (Najjagt al, 2008).

2.1.5 Les bactéries a Gram négatif

Les principaux genres de bactéries a Gram négatdontrés dans la microflore des produits
de la mer sontShewanella, Photobacterium, Serratia, PseudometagromonagGram et
Huss, 1996 ; Gram et Dalgaard, 2002). Ces bactége®trouvent essentiellement dans la
microflore des produits de la mer frais, ou en déthe conservation pour les produits
légerement préservés comme le saumon fumé. Dangredsits, cette flore tend ensuite a
diminuer au cours de la conservation, en laiss#atepaux bactéries a Gram positif et
notamment aux bactéries lactiques (Truelstrup Hamgeal, 1998 ; Leroiet al, 2001 ;
Dalgaardet al, 2003). Néanmoins, certaines especes de bac#gresam négatif comme
Shewanella putrefacien®hotobacteriumphosphoreunet Serratia liquefaciensprésentent

un fort potentiel d’altération des produits de larm

Shewanella putrefaciensst une bactérie d’altération spécifique du poisiais, tel que le
cabillaud (Gram et Huss, 1996 ; Vogell al, 2005 ; Satomet al, 2006 ; Hovdaet al,
2007a), le hareng (Molin et Stenstrom, 1984), le (Papadopoulogt al, 2003), le mulet
(Pourniset al, 2005), I'espadon (Pantaet al, 2008). Elle a aussi été retrouvée dans le
cabillaud emballé sous vide (Dalgaatal, 1993) et dans des poissons fumés tels que le

cabillaud et le saumon (Pennetyal, 1994 ; Leroiet al, 1998).Shewanella putrefacierest
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capable d'utiliser I'oxyde de trimethylamine (OTMJJCH3):NO] comme accepteur terminal
d’électrons dans une respiration anaérobie et dmeio de la trimethylamine (TMA)
[(CH3)3N] provoquant une odeur désagréable (Dalgaardl, 1993 ; Gram et Huss, 1996).
La formation d’odeurs putrides et la production g8Hians divers poissons comme la morue
ou le carrelet a été reliée a la présenc&we putrefaciengFonnesbech Vogedt al, 2005).
Shewanella putrefaciers également été impliquée dans la production degzine dans la
crevette entiere, fraiche (Benrgral, 2004). Par ailleursSw. putrefaciengst sensible a la
présence de C(Dalgaard, 1995a ; Pantasial, 2008).

Photobacteriumphosphoreumest une bactérie bioluminescente, thermosendita®phile,
psychrotrophe et résistante au C@&lle a été retrouvée dans le poisson emballé sous
atmosphére modifiée, dans le poisson légeremerse® dans le calamar, et dans des
crevettes crues emballées sous atmosphere mo@Bréen et Huss, 1996 ; Lopez-Caballero
et al, 2002 ; Paarupet al, 2002 ; Hovdaet al, 2007b). CommeSw. putrefaciensPh.
phosphoreumest une bactérie d'altération car elle provoque fdamation d’odeurs
désagréables par la production de TMA. Sa prodouatist 10 a 100 fois plus élevée par
cellule que celle deSw. putrefaciens(Dalgaard, 1995b ; Gram et Huss, 1996).
Photobacterium phosphoreumst également une bactérie productrice d’aminegébies,
notamment I'histamine, edst a I'origine d’altération spécifique du saumamé (Jorgensen
et al, 2000b ; Stohet al, 2001 ; Lépez-Caballeret al, 2002 ; Joffraucet al, 2006). Enfin,

un cas d’intoxication alimentaire paPh. phosphoreum en raison d’'une production

importante d’histamine, a été signalé au JaponKKeinal, 2004).

Serratia liquefaciensappartient a la famille deBnterobacteriaceaeElle a été retrouvée
essentiellement dans le poisson fumé emballé sioes(Gonzalez-Rodrigueet al, 2002 ;
Joffraudet al, 2006). Des études par inoculation de cette bacsér du saumon fumé ont
notamment montré qu'elle était responsable de dymtion d’amines biogénes et en
particulier de putrescine (Jorgenssral, 2000b). Cette espece a également été retrouvée su
d’autres matrices alimentaires comme le lait etdexduits laitiers (Morale®t al, 2004 ;
Kagkli et al, 2007), les produits a base d’ceuf (Hidaggal, 2008), les saucisses de viande
de porc (Garcia Fontaet al, 2007).
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2.2 Processus d’altération microbienne des produitde la mer

2.2.1 Biochimie de l'altération des produits de laner

Une des premieres formes d’altération décelée esuptoduits de la mer apres la mort de
I'animal est la dégradation des composés reliéadéhosine triphosphate (ATP). L'ATP est
dégradé pour former successivement [Il'adénosine odjgtate (ADP), Il'adénosine
monophosphate (AMP), I'inosine monophosphate (IMR)osine (INO), I'hypoxanthine
(HX) et le ribose (Frasest al, 1967). La plupart des enzymes concernées pardeadation

de I'ATP en IMP sont considérées dans la plupastades comme étant autolytiques alors que
les transformations de I'IMP en INO et ensuite ex $bnt surtout attribuées aux bactéries
d’altération. La dégradation des catabolites dd PAs’effectue de la méme maniere dans la
plupart des produits de la mer mais la vitessehag|we réaction individuelle, d’'un catabolite
a l'autre, varie beaucoup d’'une espece a l'autedteGdégradation des catabolites de I'ATP
n'est pas nécessairement reliée a l'altératiofadeaicheur des produits de la mer. En effet,
seule I'HX est considérée avoir un effet direct Sarriere-goat amer du poisson altéré
(Hughes et Jones, 1966). Au contraire, on consigénéralement que I'lMP reléve la saveur
des produits de la mer.

Les produits de la mer sont des matrices parti@rfient favorables au développement
microbien. En effet, bien que pauvre en glucide2 €01,5 % selon les espéces), la chair de
poisson est riche en composés azotés non protéipuesble poids moléculaire rapidement
métabolisables par les bactéries (Gram et Huss 19®rgenseret al, 2001). Parmi ces
COmposeés, on retrouve les acides aminés libresédine, les nucléotides, I'urée et TOTMA.
Par ailleurs, le pH post-mortem de la chair étéeée(>6), il permet la croissance rapide de
certains germes psychrotrophes altérants, trésibdemsau pH, commeShewanella
putrefaciens En anaérobiose et en présence d’'un acceptewrctt@hs, comme I'OTMA,
certains germes sont capables de pratiquer laratisipi anaérobie qui aboutit a la production
d’acide acétique (Jorgensen al, 2001). L'OTMA, dont la concentration varie en ion
des produits de la mer, joue un role important dateration car il permet la respiration
anaérobie de certains micro-organismes cordmewanellaPhotobacteriumet Aeromonas
(Gram et Dalgaard, 2002). Il est alors réduit enAl Mholécule tres malodorante qui donne
cette odeur aminée typique du poisson pourri. Bjell soit parfois retrouvé dans certains
poissons d’eau douce (Anthoei al, 1990), TOTMA est un composeé typique des poissons
marins (Seibel et Walsh, 2002).
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L'urée [(NH2LCO], dont la teneur varie en fonction des espegpalssons, peut étre
métabolisée en ammoniac, composé trés malodorantdésamination des acides aminés
conduit également a la production d’ammoniac.

La dégradation des acides aminés soufrés dont iks@o est assez riche naturellement,
aboutit a la production de sulfure d’hydrogene gipde la cystéine, de méthylmercaptan et
de diméthyl-disulfure a partir de la méthionines@emposés sont particulierement impliqués
dans les phénomeénes d’altération (Shewan, 1977 ;eteSimard, 1984). Certains germes
comme Shewanella Photobacteriumet certaines bactéries lactiques sont capablesetie
production, toutefois, on observe une variabilg#®s la souche testée (Gram et Huss, 1996).
Par ailleurs, la décarboxylation des acides amioésiuit a la formation d’amines biogenes
qui, bien que ne possédant pas d’odeurs partiesli@ans le produit, sont souvent corrélées a
I'altération (Veciana-Noguegt al, 1997 ; Jorgenseet al, 2000b). La tyrosine est le
précurseur de la tyramine et de la cadavérinegliare peut étre dégradée en putrescine par
la voie de I'agmatine en présence de I'arginineaddaxylase dans le cas Béotobacterium
phosphoreungJorgensert al, 2000a). Mais la putrescine peut également étdyite par la
décarboxylation de I'ornithine par certaines ertt@téries telles qudafnia alveiet Serratia
liquefaciens(Grimont et Grimont, 1992 ; Sakzaki et Tamura, 2)9%9Quant a I'histamine,
amine biogene issue de la dégradation de I'higidiie peut provoquer des réactions de type
allergique plus ou moins fortes (rougeurs de laupg@nflements, maux de téte). Elle est
réglementée dans les poissons a forte teneur didimes (Scombroidés et Clupéidés,
reglement CE n° 2073/2005). Dans le poisson, legipaux producteurs d’histamine sont les
entérobactéries mésophiles comnvorganella morganii Hafnia alvei ou Klebsiella
pneumonia€Kim et al, 2002 ; Kimet al, 2004) mais également des germes psychrotolérants
tels quePhotobacterium phosphoreugg@mborget al, 2005 ; Dalgaaret al, 2006). Malgré
I'utilité des amines biogenes comme indice de laligtides produits de la mer, ce ne sont pas
des composés responsables des mauvaises odeutgristigues de I'altération des produits
de la mer (Jorgensest al, 2001). Ces mauvaises odeurs sont en fait prowesgpar des
composeés chimiques volatils, seuls ou en assogjatits que les alcools, les aldéhydes, les
esters, les cétones, les composés soufrés, certaidsocarbures et des composeés
ammoniaqués (Jorgensehal, 2001 ; Laursemt al, 2006). Plusieurs études ont notamment
démontré que ces composés volatils étaient d'aridiactérienne (Joffraudt al, 2001 ;
Gram et Dalgaard, 2002 ; Laursenhal, 2006). Le processus de formation de ces composes
volatils est peu connu ; il est vraisemblablementésultat du catabolisme des lipides et des

acides aminés par les bactéries (Olafsdettial, 2000). Les acides gras insaturés et poly-
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insaturés sont facilement oxydables en hydropemsyibidiques, qui sont instables et donc
rapidement métabolisés, au cours d’une secondeatigy en composés volatils tels que des
aldéhydes, des alcools, des cétones, des furamssaldanes ou alcénes (Frankel, 2005 ;
Nordvi et al, 2007). Le catabolisme des acides aminés est aubgsrigine de composeés
volatils comme des sulfures ou des composés argueatihétérocycliques comme la pyrazine
(Ordonezet al, 1999).

2.2.2 Notion de flores spécifiques d’altération damles produits de la mer

L’altération sensorielle et le degré de fraichees groduits de la mer ne sont pas toujours
corrélés avec le nombre total de germes (Haiss, 1974 ; Huis in 't Veld, 1996). Dans la
plupart des produits de la mer, que ce soit dap®ikson frais, le poisson emballé sous vide
ou sous atmosphére modifiée, dans les produitsdémnt transformés type saumon fumé ou
crevette cuite, le rejet organoleptique arrive bares que la flore totale ait atteint son
maximum (Gram et Huss, 1996). Si une flore vargepeésente sur le poisson, seuls certains
germes, appelés « bactéries spécifiques d’alt@ratigarticipent réellement a la production
de mauvaises odeurs et flaveurs. La figure 7 mogtren début de stockage, la flore
spécifique d’altération représente une fractionarmtaire de la microflore totale des produits
de la mer, qui elle est trés variée. Aprés quelqoass de stockage (10 jours dans cet
exemple) la flore spécifique d’altération croitrsfgcativement, et devient méme majoritaire
aprés plusieurs semaines de stockage (environ @g)joLa production de composés
chimiques spécifigues de l'altération microbienn&acaoit également de maniere
exponentielle au moment ou le rejet sensoriel dudydt est atteint. Par conséquent, il est
possible d’envisager d'utiliser la concentrationcemposés chimiques comme un indice de la
qualité microbiologique des produits de la mer (faakdet al, 1993).

En général, dans le cas des produits de la metransformés, les modifications chimiques
qui conduisent au rejet sensoriel ne sont dues gu&seule espece bactérienne (Gram et
Dalgaard, 2002). Dans les produits transformésesarnche, les mécanismes sont souvent
plus complexes car plusieurs groupes microbiensrdgtssent et peuvent contribuer a la
dégradation du produit (Stolat al, 2001 ; Joffraudet al, 2006). Les flores spécifiques
d’altération et les composés chimiques associésonepas les mémes selon les especes de
poisson, la température de conservation, le modmdditionnement ou de transformation et

méme la saison de péche (Hozbbal, 2006).
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Figure 7 : Evolution de la flore totale, des florespécifiques d’altération et de I'indice

d’altération chimique au cours du stockage (modifié d'apres Gram et Huss, 1996)

2.3 La microflore d’altération de la crevette cuite

Les travaux de recherche actuels sur la microbielate la crevette cuite concernent
essentiellement la crevette nordigiaidalus borealisdécortiquée, et peu de données sont
disponibles sur la microflore des crevettes ergielganmoins on peut supposer qu’avec la
présence du céphalothorax, la microflore des devemntieres ainsi que leur altération soient
différentes de celles des crevettes décortiquées.

A la suite de la cuisson des crevettes décortig(#e80 °C a coeur), réalisée dans le procédé
de transformation des crevettes cuites, la floréaderevette fraiche est fortement réduite et
les flores d’altération sont vraisemblablementdguttat d’'une recontamination aprés cuisson
par une microflore majoritairement Gram positif uss soit des équipements de
transformation, soit de [I'environnement de [l'usiigapatka et Bartolomeo, 1973 ;
Valdimarssonet al, 1998 ; Mejlholmet al, 2005). Les micro-organismes sont ensuite
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sélectionnés en fonction des caractéristiques dERIfis et des conditions d’entreposage. La
durée de conservation et le développement de laofiiee dépendent surtout de la

contamination initiale, des caractéristiques dudpitp saumuré ou non par exemple, de la
présence ou non de conservateurs, et des condidiensonditionnement et de stockage
(atmospheres modifiées, température...). L'effet cdodnlde ces différents paramétres peut
constituer un effet barriere vis-a-vis du dévelappet de la flore microbienne.

2.3.1 La crevette saumurée

Une des premieres études sur la crevette nordigsawnure est rapportée par From et Huss
(1990). lls ont montré que la microflore d’altéaatia 5 °C est dominée par des levures et des
bactéries lactiques. Dalgaard et Jargensen (20D08¢reent sur des crevettes nordiques
(Pandalus borealis et tropicales Fenaeussp.), saumurées/égouttées, emballées sous
atmosphére modifiée et entreposées a differentegéatures entre 0 et 25 °C, un effet de la
température sur la durée de conservation encoseiplportant que sur d’autres produits de la
mer. Par exemple, les lots stockés a 8 °C ont wméedde conservation 15 a 33 fois plus
longue que celle observée pour des crevettes seck®5 °C. D’autre part, des variations,
méme faibles, dans la composition du produit peusenir un effet trés important sur cette
durée. Ainsi, la durée de conservation a 5 °C apérseure a 3 mois pour les crevettes
tropicales contenant 2,3 % de sel en phase aquelusepérieure a 6 mois pour les crevettes
nordigues contenant 3,3 % de sel. La majorité diola d’altération n’a pas pu étre identifiée
mais les bactéries lactiques constituent une papbitante de la microflore a toutes les
températures de stockage sur les deux types deifg@drevettes nordiques et tropicales). La
plupart des souches isolées aux difféerentes termypésa appartiennent aux genres
Carnobacterium(Cb. divergens et Enterococcus(Ec. faecali} (Dalgaardet al, 2003).
Enterococcus faecalisest présent sur les produits entreposés a destatapes supérieures
ou égales a 15 °C, tandis q@b. divergenset Lb. curvatussont isolées sur les produits

entreposés a des températures inférieures ou égalés.

Mejlholm et al (2008) ont étudié sur la crevette nordique enmsail@ ou saumurée/égouttée,
puis emballée sous atmosphére modifiee, I'effetI'dggiene du procédé (industriel ou

manuel), de la composition de la saumure, et deslitons de stockage (atmosphere et
température), sur I'évolution de la microflore de drevette et la durée de conservation.

Différents mélanges d’acides organiques, en taatogmservateurs, ont été ajoutés au bain de
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saumure : mélange d'acides benzoique, citriguehicaoe et mélange d’acides acétique,
citrique et lactique. L'effet du diacétate a égaemété testé. Le pH de ces crevettes
saumurées était compris entre 5,6 et 5,8. Cettle@uwlémontré que la durée de conservation
dépend de la nature des acides organiques, dectsaentration, de la température de
stockage mais aussi de la contamination initiake.eHet, comparés aux produits élaborés
manuellement, les produits industriels sont daypnteontaminés, ce qui provoque une
diminution de la durée de conservation, et unerdit@ plus grande de la flore d’altération.
Ceci est particulierement vrai pour les crevettaansrées/égouttées et emballées sous
atmosphére modifiée, dont la durée de conserviti@n’C est de plus de 75 jours pour les
produits élaborés manuellement, alors qu’elle nipst de 28 a 35 jours pour les produits
élaborés sur chaine industrielle. C'est égalementds pour les crevettes en saumure,
constituée d’'acides acétique, citrique et lactidomt la durée de conservation a 7 °C est de 69
a 84 jours et 42 a 49 jours pour les produits ébonanuellement et industriellement,
respectivement. L'atmosphere modifiée semble pgdoita durée de conservation, qui passe
de 53 a 60 jours pour des crevettes en saumuresadpl 75 jours pour les mémes crevettes
égouttées et emballées sous atmosphére modifiég,ce@ n'a pas été confirmé sur d’autres
essais. La composition de la saumure oriente lar@ale la flore se développant sur les
produits. Au moment de l'altération, sur les créa®ten saumure composée des acides
benzoique, citrique et sorbique, les espé&aderococcus faecahke, Leuconostoc
pseudomesenteroidesStaphylococcusa coagulase négative et certaines levures sont
retrouvées uniquement sur les produits industtaslis que sur les deux types de produits,
manuels et industriels, les espedeseudomonas fluorescenBnterococcus malodoratus
Carnobacterium maltaromaticuret Lactobacillus sakeont été identifiees. L’addition de
diacétate de sodium a la saumure inhibe la croigsate Pseudomonas fluorescens
Staphylococcusp. coagulase négative Eeterococcusp. Lorsque la saumure est constituée
d’acides acétique, citrique et lactique, la miayodl est constituée exclusivement de levures et
de bactéries lactiques dddb. sakej a I'origine des mauvaises odeurs aigres et akelio de
beurre. La microflore d’altération des crevettesinsarées/égouttées et emballées sous
atmosphére modifiée, quelle que soit la composilieta saumure, est dominée phr sakei
L’altération du produit élaboré industriellement esarquée par des flaveurs aigres et un
dégagement gazeux dans les paquets probablemehtitprparLb. sakei(Mejlholm et al,
(2008).
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2.3.2 La crevette non saumurée

Mejlholm et al (2005) ont étudié la microflore de crevettes irds cuites décortiquées
congelées/décongelées non saumurées et consepudegtimosphéere modifiée (50 % £G0

% Np, 20 % Q). Cent seize isolats ont été prélevés et ideatifiént 60 % deCb.
maltaromaticum?27 % deBt. thermosphactat 13 % dd’sychrobactesp. La présence d&.
thermosphactaa déja été signalée dans des poissons emballésasmosphére modifiée
(Rudi et al, 2004). Ce germe a également été décrit commeusiartt des odeurs de beurre,
de fromage bleu et de pied, lorsqu’il était inocsié du saumon fumé (Joffraed al, 2001 ;
Stohr et al, 2001). Carnobacteriummaltaromaticuma été décrit comme produisant des
mauvaises odeurs de chlore sur des crevettes cddétestiquées non saumurées (Laursen
al., 2006), alors que dans des études préecédentedusssumon fume, cette bactérie était
décrite comme non altérante et ne produisait qgeodeurs de beurre (Joffraetlal, 2001 ;
Stohret al, 2001).Psychrobactesp. ne semble pas jouer de rdle particulier daftgrdation

de la crevette cuite.

Sur des crevettes nordiques cuites décortiguéesauamurées et emballées sous atmosphere
modifiée, le potentiel d’altération deSarnobacteriumétait variable selon I'espéce et la
souche considérée (Laursenal, 2006).Carnobacterium divergenst certaines souches de
Cb. maltaromaticunproduisaient des mauvaises odeurs tandis qu’ue gubupe de souches
de Cb. maltaromaticumn’était pas altérant. Les germes altérants pragens de
'ammoniaque, de la tyramine et différents alco@kléhydes et cétones. Ces auteurs ont
confirmé queBt. thermosphact&t Cb. maltaromaticunen co-culture entrainaient certaines
mauvaises odeurs (chien mouillé) qui ne sont paslyites lorsque ces especes se
développent séparément. Par contre, cette associai produit pas de nouveaux métabolites
et par conséquent I'odeur de chien mouillé ne grtvpas d’'un phénoméne de métabiose ou
une bactérie produit un métabolite a partir d’'ubsttat formé par une autre bactérie. En
revanche,Cb. maltaromaticunréduit la formation de diacétyl p&t. thermosphactat ce
dernier réduit I'activité d€b. maltaromaticumnqui produit moins de composés volatils qu’en
inoculation seule. L'odeur de chien mouillé pewguléer de I'interaction entre les métabolites
formés d’une part patb. maltaromaticumCb. divergen®t dans une certaine mesure @ar
mobile et d’autre part ceux produits pBt. thermosphacta_a présence d’oxygéne augmente
le potentiel d’altération et le nombre de métalesliproduits paBt. thermosphactaEn effet,

selon le pourcentage respectif endden CQ, le métabolisme dBt. thermosphactaeut étre
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aérobie ou anaérobie. Pour réduire son potentieltédation dans la crevette, il est

recommandé d’utiliser une atmosphere avec moing ef@lus de CQ@

3 Les outils d’analyse de la biodiversité et d’ideification des

communautés microbiennes dans les aliments

3.1 Les méthodes culture-dépendantes

Depuis les débuts de la microbiologie moderne at"1siecle, les microbiologistes ont
développé et utilisé des milieux de culture poumpatre a la fois I'isolement des micro-
organismes, leur énumération et leur identificatibans les années 1880, Koch fait une
avancée cruciale dans I'étude des bactéries ermam’ a les cultiver sur des milieux solides
et a les isoler en cultures pures, tout en démwaintcpue celles-ci possédaient des

caractéristiques héréditaires et des propriétéaboktues qui leur sont propres.

3.1.1 Les outils de microbiologie reposant sur I'étdle du phénotype des bactéries

3.1.1.1 Les milieux de culture pour I'énumération ds bactéries

En intervenant sur la composition d’'un milieu, cguplui conférer un caractere électif ou
sélectif. Ce principe est couramment utilisé peudénombrement des bactéries issues d'un
écosysteme complexe. Celui-ci peut se faire somiieu solide, il s’agit alors de dénombrer
les UFC (Unités Formant Colonies), soit en miligwide, il s’agit alors de la technique NPP
(Nombre le Plus Probable). La technique en milielide est de loin la plus utilisée en
microbiologie alimentaire, car elle permet non emént de dénombrer les bactéries mais
également d'isoler et de collecter les coloniestdy@nnes en vue d’'une caractérisation et
identification ultérieure. La méthode classique lagp@e a la microbiologie alimentaire
consiste a extraire les bactéries de la matrigaeaiiaire en la broyant et 'homogénéisant
dans une solution de tryptone sel, a l'aide d’'uoybur ou homogénéisateur. Une série de
dilutions successives de 'hnomogénat est ensualsé® et un volume précis pour chacune
des dilutions est ensuite inoculé, en surface ofopdeur, sur un milieu gélosé contenu en

boite de Petri.
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Les milieux les plus couramment utilisés pour dém@nles bactéries des produits de la mer
sont : le milieu de Long et Hammer (Van Spreek&834) pour le dénombrement des flores
totales psychrothrophes, issues de matrices alaimesat d’origine marine, électif par sa
concentration en sel (1 % NacCl). Le milieu Iron-A¢@ram, 1987) permet de dénombrer les
flores productrices d'b& qui se retrouvent colorées en noir sur ce mili@s milieux de
dénombrement des flores lactiques totales sont KEERI et N.A.P (Nitrite Actidione
Polymyxine) (Davidson et Cronin, 1973). Les lactlb@s sont dénombrés sur la gélose de
Rogosa (Rogosat al, 1951), lesEnterobacteriaceasur le milieu VRBG (Mossel et Ratto,
1970), les entérocoques sur la gélose de SlaneBadley (Slanetz et Bartley, 1957),
Brochothrix thermosphactasur le milieu STAA (Gardner, 1966), ladbrionaceaesur le
milieu TCBS (Kobayashet al, 1963).

3.1.1.2 L’identification des bactéries fondée suelrs caractéres phénotypiques et

biochimiques

Grace au développement des techniques d’isolenemnbalctéries sur des milieux solides, le
phénotype de nombreuses bactéries a pu étre élatidécrit, et plusieurs classifications
fondée sur des criteres morphologigues et biochigsgont été établies. En 1923 apparait
ainsi la premiere clé d’identification bactériendans le manueBergey’'s Manual of
Systematic BacteriologyCette clé compilait des observations phénoty@cuéa fois sur la
morphologie des colonies (couleur, dimension, farmest également de la cellule (forme,
présence d’endospore, coloration de Gram...). Ce alatonnera lieu a de nombreuses
réeditions. A la fin des années 1950, la taxonomimeérique fait son apparition. Elle est
basée sur la comparaison de caracteres phénotgpigicematifs et permet de représenter
leurs degrés de similitude sous la forme de demdnognes (Sneath, 1989 ; Vandametel,
1996). De maniere schématique, la méthode corgiétadier pour chaque souche plus d'une
centaine de caractéres morphologiques, biochimjgodsuraux, la présence ou l'absence
d'un constituant cellulaire particulier, et a atiier le méme poids a chacun des caracteres qui
sont codés 1 (présence du caractere) ou O (abskencaractere). Le but recherché est de
rassembler dans une classe de similitude les shavies plus semblables. Cette technique
apparait dans la période a laquelle les technigoalytiques biochimiques vont se développer
et permettre d’étudier la physiologie et le métamé bactérien avec I'étude des profils de
fermentation des sucres, la recherche d’activiteg/maatiques ou encore la production de

métabolites issus du catabolisme des glucides)ipidss et des acides aminés. Egalement,
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des caracteres liés a la composition de la cellat#érienne comme I'analyse des protéines
totales, des lipides membranaires, du peptidogbcde la paroi, ainsi que des études
sérologiques, sont utilisées. A I'heure actuelles caractéres phénotypiques sont toujours
utiles pour lidentification des especes bactérgsnat peuvent étre réalisées a l'aide de tests
biochimiques miniaturisés et standardisés (galékigés plaque Biolog) (Busset al, 1996).
Cependant, I'étude de la diversité bactérienne dcosystéme en se basant uniquement sur
des caracteres phénotypiques et biochimiques peéigempter certaines limites. En effet,
certains caracteres comme les morphologies celiglales micro-organismes et les aspects
des colonies ne sont pas suffisamment discriminamis permettre de distinguer les especes
bactériennes entre elles (Vandameteal, 1996). D’autre part, en ce qui concerne les
caracteres metaboliques et physiologiques, il alébéontré que des souches appartenant a la
méme espece n'ont pas forcément le méme métaboliim@a méme physiologie et
inversement. D’ailleurs, des échanges de plasnetietes transferts horizontaux de géenes
existent et peuvent passer la barriere des espdeéset al, 2002). L'avenement des
méthodes génotypiques dans les années 1980 tallesl'loybridation ADN/ADN, le
pourcentage en base guanine (G) et cytosine (C)'AIBN ou encore I'étude du
polymorphisme de I'ADN avec la recherche de sintdade séquences de certains génes
d’intérét ont permis de s’affranchir d’'une partie ces limites. Depuis les années 1990, une
nouvelle approche largement utilisée en systématipctérienne est apparue, il s’agit de la
taxonomie polyphasique qui intégre les données gkpigues, génotypiques et
phylogénétiques pour la description des espécegelies (Vandammet al, 1996 ; Rossello-
Mora et Amann, 2001).

3.1.2 Les outils de microbiologie reposant sur I'étde du génotype des bactéries

3.1.2.1 L’hybridation ADN/ADN

La technique d’hybridation ADN/ADN avec le séqueyealu gene codant '’ARNr-16S sont
des meéthodes de référence pour lidentification Hastéries (Busset al, 1996). Les
méthodes d’hybridation ADN/ADN sont basées surragipe que deux molécules d’ADN
dénaturées peuvent se réassocier a condition derjie¢ une homologie de leur séquence
nucléotidique. L’hybridation ADN/ADN consiste doren la dénaturation de molécules

d’ADN totaux, appartenant a deux souches bactéegnpuis a leur réappariement. La
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formation d’hétéroduplex, avec les simples brinBRN dénaturés de chaque souche, sera
gouvernée par le degré d’homologie des deux génomesfonction des similitudes de
séquence, deux types de duplex hétérologues peweembrmer. Si les ADN des deux
bactéries présentent des homologies importantasg, droduit d'abord un appariement étroit
au niveau d'un segment qui porte des bases compuigines (site de nucléation), puis le
duplex se complete de proche en proche comme dacesld'une fermeture a glissiére. Au
contraire, si les ADN des deux bactéries ont dgaesgces tres difféerentes, il peut se produire
un appariement au niveau de quelques bases compbires situées dans une zone limitée,
mais le reste des fragments ne s'associe pas temssu par quelgues liaisons hydrogene
éparses. La solidité et donc la spécificité desritlgs est appréciée par la mesure de la
stabilité thermique ; elle permet de mesurer ler@ap mauvais réappariement au sein de
I'hétéroduplex. Le pourcentage de réassociatiorterblégues est ensuite calculé. Il est
généralement admis qu’au dessus de 70 % d’homoldegiex souches font partie de la méme
espece (Waynet al, 1987). Néanmoins, le niveau exact permettantfidiadér que deux
bactéries sont d’espéces différentes peut vari@nske genre bactérien (Zakrzewska-
Czerwinskaet al, 1988). La technique d’hybridation ADN/ADN n’esap utilisable en

routine car elle est lourde et délicate a mettrecenre.

3.1.2.2 Le séquencage du gene codant TARNr-16S

Zuckerkandl et Pauling (1965) ont été les preméeoposer l'utilisation des séquences de
génes comme systeme «d’horloge moléculaire » pgante d’élucider les relations
phylogénétiques entre les étres vivants. Woese ldgnannées 1970, a dans cette intention
introduit l'utilisation des genes codant les ARNasomiques (ARNr), qui ont servi plus tard
de base pour la construction de I'arbre phylogénétiuniversel du vivant, comprenant les
trois domaines Eubacteria Archaea Eucarya (Woese, 1987). L'ARNr est le constituant
principal des ribosomes auxquels il donne leur rfiobosome, particule contenant de I'acide
ribonucléique). Les ARNr s'associent a des protepaur former les ribosomes qui, chez les
procaryotes, sont constitués d'une sous-unité 30SSyedberg) et d'une sous-unité 50S. La
sous-unité 30S d'un ribosome contient de I'ARNr (&&iron 1500 nucléotides, figure 8) et
la sous-unité 50S contient de 'ARNr 5S (envirof bRcléotides) et de 'ARNr 23S (environ
2900 nucléotides).
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Figure 8 : Structure secondaire de 'ARNr 16S déscherichia coli(modifiée d'apres
Caseet al, 2007)

Tous les ARNr sont monocaténaires (simple brinf sans quelques régions ou se forment
des structures bidimensionnelles appelées bouddme-boucles, par appariement de bases
complémentaires situées sur le méme brin (figur®8ips le ribosome, les ARNr sont repliés
sur eux-mémes, formant une structure tridimensib@iwempacte. Cette structure protege les
ARNr qui sont trés stables.

Les ARNr sont synthétisés a partir de génes costeiams I'ADN chromosomique (ADNr
16S) des bactéries. La caractérisation des gemscpour 'ARNr 16S est bien établie en
tant que méthode moléculaire de référence pouentification de bactéries au niveau de

I'espéce, du genre et de la famille (Casal, 2007). L'ADNr 16S est utile a la classification
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phylogénétique et a I'identification bactériennespu’il est présent dans toutes les bactéries.
Il comporte des séquences conservées communes anidés de taxon élevées et des
séquences variables spécifiques d’especes, quasonbmbre de huit et sont numérotées de
V1 a V8 (tableau 9).

Tableau 9 : Régions variables de 'ADNr 16S (Schmahbergeret al, 2001 ; Coenye et
Vandamme, 2003)

Région Position sur TADNr 16S (numérotatiorEdcherichia coli

V1 1-100

V2 101-120

V3 518-537

\Z! 519-536

V5 907-926

V6 968-984

V7 1101-1200

V8 1330-1346

La variabilité de séquences de ces régions peromt de différencier les bactéries entre
elles. La région V6-V8 permet de difféerencier IEsbacteria des Archaea ou Eucarya
(Schmalenbergeet al, 2001). Le nombre d’espéces obtenues par ampidicae la région
V4-V5 et V6-V8 est plus important que celui obtedu partir de la région V2-V3
(Schmalenbergeet al. 2001). Cependant, le géne codant 'ARNr 16S pénet @résent en
plusieurs copies dans le génome des bactéries,e®tcopies peuvent présenter une
hétérogénéitée de séquence au niveau de leurs ség@mmables, c’est ce qu'on appelle
I'nétérogénéité intraspécifique. Cette hétérogénéimtraspécifigue est principalement
rencontrée au niveau des régions variables V1, ¥¥26e(Coenye et Vandamme, 2003).
Concernant I'étude des bactéries, les régions blasacouramment ciblées sont les régions
V1 (L. Cocolinet al, 2004), V3 (Ogieret al, 2002) et V6 et V8 (Lopeert al, 2003). La
région V3 convient bien Banalyse des communautés microbiennes issues &onysteme
complexe, car elle ne présente pas beaucoup digétéités intraspécifiques (Ercolti al,
2001a).

L’ADNr 16S est facile a séquencer grace a sa taillenviron 1500 pb (Coenye et

Vandamme, 2003). Une paire d’amorces, fD1 (5-AGAGTGATCCTGGCTCAG-3’) et
rD1 (5-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’) a été construite paveisburget al (1991). Ces
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amorces permettent d’amplifier 'ADNr 16S par PCRolymerase Chain Reaction ou en
francais : amplification en chaine par polymérmatiquasiment dans sa totalité, pour presque
toutes les eubactéries. Pres de 100 000 sequeddeNrdl6S ou du gene qui le code (ADNr
16S) sont disponibles sur le réseau internet (Daugd, 2005), dans des bases de données
généralistes comme GenBank/EMBL/DDBJ ou des basedodnées spécialisées comme le
Ribosomal Database Project (RDP). Les programmeSTPRAet BLAST permettent de
comparer une séquence nucléotidique d’'une soudoaiue avec les séquences déposées en
banque et retiennent les séquences les plus prothest admis qu’en dessous de 98,7 %
d’identité, deux bactéries n'appartiennent pas ankme espéce (Stackebrandt et Ebers,
2006). Si le pourcentage d’homologie est supériald8,7 %, le classement de deux souches
dans une méme espece ou pas, repose sur les teesldtal’hybridation ADN/ADN.
Cependant, deux especes, considérées comme diéerenr la base de I'hybridation
ADN/ADN, peuvent avoir des séquences ADNr 16S préshes (Pikut&t al, 2005).

Des genes autres que ceux codant pour les ARNpé&a&ent étre séquenceés. Le séquencage
d'un géne dit « de ménage » (housekeeping genegsgure les fonctions indispensables a la
vie de tous les types de cellules, ou de plusielgénes de ménage » dans le cadre d’'une
approche MLSA (Multi Locus Sequence Analysis) (Tipaonet al, 2005), a été largement
utilisé pour certains genres bactériens commeé/ieso. C’est le cas du génpoB, codant
pour la sous-unité beta de I'ARN polymérase (Dahdibal, 2000 ; Caseet al, 2007) ou
encore des genagp/rA et gyrB, codant respectivement pour la sous-unité alphaett de
I'ADN gyrase (Le Rouxet al, 2005). L'utilisation du séquencage ne se justifés pour
I'identification de chaque germe isolé, car c’ese uechnique assez colteuse pour I'analyse
de routine. D’autres techniques d’identification lénwilaire, reposant sur le principe de la

PCR, et ne nécessitant pas le séquencage de gerenpétre employées.

3.1.2.3 Amplification Ribosomal DNA Restriction Andysis (ARDRA)

L’ARDRA est une techniqgue analogue a l'analyse dilymporphisme des fragments de
restriction ou RFLP (Restriction Fragment LengthyRmrphism) mais est appliquée au géne
codant 'ARNr-16S (Vaneechouttet al, 1992). Le principe de 'ARDRA est d’amplifier
’ADNr 16S puis de digérer le produit d’amplificati obtenu par une ou plusieurs enzymes
de restriction qui vont couper 'ADN au niveau dduséquence nucléotidique, ou site de

restriction, qui leur est spécifique. Si deux esgdoactériennes difféerent par un ou plusieurs
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sites ou, par la distance séparant deux sitesiigerst consécutifs, il se crée une différence
dans la longueur des fragments générés par lesneszge restriction. La migration des

fragments de restriction dans un gel d’agarosenged’obtenir des profils électrophorétiques

différents. Cette technique ne nécessite pas dabirgaent de cultiver les bactéries étudiées
(Diaz Ruiz et Wacher-Rodarte, 2003). Plusieurs iegfibns sur des bactéries isolées des
aliments comme le saumon fumé ont été décrites KEGarBonaviteet al, 2001).

3.1.2.4 Polymorphisme de la région intergénique 16%3S de I’ADNr

Chez les eubactéries, les génes ribosomiques saréretral organisés en opérons (Gurtler et
Stanisich, 1996). L’'organisation classique des gaie I'opéron ribosomique, aussi appelé
rn, est présentée sur la figure 9. Les genesaibmpies sont séparés les uns des autres par
une région intergénique appelée ITS pour « Intefirahscribed Spacer » ou ISR pour «
Intergenic Spacer Région ».

| [ (]I

ARNE 1 ARNE® salh

1 40 1391 1543 1 474 2905

ARNr 165 - ~ < ARNr 235
ISR

Figure 9 : Schéma de la région codant pour I'ARNr &S, la région intergénique (ISR)
16S-23S et la région codant pour 'ARNr 23S chezscherichia coli
(modifiée d'aprés Guirtler et Stanisich, 1996).

Les positions des régions conservées de I’ADNr4@&8 numérotées de 1 a 4, et celles de 'ADNr 288 sumérotées de 5
a 10. La ligne noire représente la région intergémiqui sépare les ARNr 16S et 23S. Cette régionertriés deux genes
d’ARNt (ARNtlle et ARNtAl).

Deux séquences intergéniques sont généralememnpedsau sein de I'opéron ribosomique :
celle séparant les genes 16S et 23S et celle sépasagenes 23S et 5S. Contrairement aux
unités de transcription des ARN ribosomiques quésentent essentiellement un
polymorphisme de séquence entre les espéces kacigs il existe au sein des régions ISR a
la fois un polymorphisme de longueur et de séqueBneeffet, la région intergénique 16S-
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23S peut parfois contenir des génes codant pourAdRs de transfert (ARNt), ce qui

explique le polymorphisme de longueur et de séqueleccette région. En outre, le nombre
d’opérons ribosomiques dans le génome des bactgidsvarier d’'une espéece a l'autre, et au
sein d’'une méme espece, les régions ISR peuvelgnégat présenter un polymorphisme de

longueur et de séquence d’'un opéron a l'autre.

La méthode la plus rapide pour étudier le polymmmle de la région intergénique 16S-23S,
est d’amplifier cette région par PCR, en utilisatl#gs amorces construites a partir des
séquences conservées dans les genes codant pdrRINr’A6S et 23S. La migration
électrophorétique, dans un gel d'agarose, des fatgnISR 16S-23S amplifiés, permet
ensuite de différencier des genres bactériens gacpolymorphisme de cette région. Par
exemple, deux genres bactériens tres proches uelkagtobacilluset Carnobacterium ont

pu étre différenciés par leurs profils ISR 16S-28S 'ADNr (Kabadjovaet al, 2002 ;
Rachman, 2004). Egalement, ch@arnobacteriumle polymorphisme de ISR 16S-23S a
permis la différenciation de plusieurs especesedganre en deux groupes, en fonction du
profil électrophorétique de leurs fragments ISR -28S amplifiés (Rachmaet al, 2004b).
Tout d’abord le groupe d€arnobacterium divergensCb. mobile Cb. funditum Cb.
alterfunditum Cb. inhibens et Cb. viridansqui présente un profil identique, et le groupe de

Cb. maltaromaticunet Cb. gallinarumqui présente un autre profil.

3.2 Les méthodes culture-indépendantes

La connaissance de la biodiversité au sein desyst&wses microbiens complexes qu’ils
soient d’origines humaines, environnementales dmealtaires, s’est considérablement
ameliorée ces dernieres années grace aux apporta @elogie moléculaire et de la
phylogénie (Giraffa et Neviani, 2001). Les techmisiumoléculaires constituent des outils
performants pour la détection, l'identification ket caractérisation des micro-organismes
impliqués dans les variations de ces écosystenggerdant, la biodiversité microbienne est
tres souvent sous-estimée lorsque son étude pasda qulture des bactéries. En effet, une
majorité considérable des micro-organismes obseatags la nature, de I'ordre de 95 a 99 %,
ne serait pas cultivable par la mise en ceuvre elgsitques culturales standards (Aman
al., 1995). Pour remédier a ce biais méthodologiqueoat s’affranchir de l'utilisation des
milieux de cultures, des techniques dite cultudg&pendantes ont été développées (Giraffa et

Neviani, 2001). Parmi ces techniques, certaineg smintenant largement répandues en
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écologie microbienne. C’est le cas des technigasgds sur la séparation électrophorétique,
en condition dénaturante, de fragments d’ADN géngmar PCR comme la Temporal
Temperature Gradient Gel Electrophoresis (TTGE) lau Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis (DGGE) (Muyzer, 1999). Plus recemtmene technique automatisée a haut
débit d’'analyse, basée sur la séparation chromegthgyue en condition dénaturante, a été
mise au point pour I'analyse des communautés mienoles sans culture préalable, il s'agit
de la Denaturing High Performance liquid Chromaapgy (DHPLC) (Domanet al, 2003).

3.2.1 Electrophorése en condition dénaturante : TT&, DGGE

3.2.1.1 Principe de ces techniques

La DGGE a tout d’abord été développée afin de tétetes mutations génétiques comme la
substitution d’'une seule paire de bases dans gméat d’ADN (Myerset al, 1985a). En
effet, des fragments d’ADN amplifiés par PCR, dameéaille mais de séquences différentes,
peuvent étre séparés par migration dans un gelo@gylamide, contenant un gradient
linéaire d’agents chimiques dénaturants (urée ehdmide). Cette méthode permet donc
d’étudier le polymorphisme de séquence de I'ADN. régration électrophorétique des
fragments, en condition dénaturante, va dépendteuwleséquence nucléotidique donc de leur
melting temperatureTgm) ou température de fusion de 'ADN. La TGGE (Tenapare
Gradient Gel Electrophoresis) et la TTGE sont déshodes similaires a la DGGE, ou un
gradient de température est appliqué au lieu ddigmachimique. Il est a noter cependant
gu’'un agent chimique dénaturant (urée) est égaleajenté en concentration constante dans

le gel de polyacrylamide dans le cas de la TGGHE &E.

En TGGE, le gradient de température est appliquéan long du gel ce qui signifie que la
température varie d’'un point a l'autre du gel. Dinsas de la TTGE, la température est la
méme quelle que soit la position sur le gel, miesahange en fonction du temps (temporal
temperature) (Warteket al, 1998). La DGGE, la TGGE et la TTGE sont applieabh des
fragments de plusieurs centaines de paires de lehses nécessitent pas une connaissance
préalable du site polymorphe. Plusieurs fragmeatsrddifférente peuvent donc étre séparés

sur un méme gel.
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Parmi ces trois techniques, la TTGE est la plupkm mettre en ceuvre, car I'élaboration du
gradient thermique en fonction du temps est plegefaa maitriser et est plus reproductible
gu’'un gradient thermique ou chimique, variant legalu gel comme dans le cas de la TGGE

et DGGE, respectivement.

Au cours de I'électrophorése, 'ADN migre d’abord’éat double brin, puis rencontre des
conditions qui dénaturent le domaine de fusion @ns stable de la molécule, riche en
adénine (A) et thymine (T), formant une structueatipllement simple brin, dite ramifiée.
Cette structure est formée grace a I'utilisatiomndk GC clamp », c’est-a-dire d’'une séquence
de guanines (G) et cytosines (C) de 30 a 50 nudExtajoutée et attachée a I'extrémité 5’
d’'une des deux amorces utilisées (Myetsal, 1985b). Cette séquence co-amplifiée et

introduite dans les fragments amplifies empéclttaturation compléte (figure 10).

G-C clamp
3050
nucléotides
Amorcel PCR
" 3- 5' 3.
STTTITITTITTITITITITITT HEEEEEEEEEEEEEEEEEEN
f— .
Amorce 2 ® hcopies

Domaine de haute
Tm

Figure 10 : Insertion du GC-clamp dans le fragment’ADN amplifié par PCR

La dénaturation partielle des fragments amplifié@gagéne une réduction de leur mobilité

électrophorétique de sorte que leur position fines le gel dépend exclusivement déra

du domaine le moins stable et donc de la séquandéatidique de ces derniers (figure 11).

Ainsi, environ 95 % des variations de séquence, enpamctuelles, du domaine de fusion le
moins stable sont estimées détectables par de€satiffes de migration électrophorétique. La
révélation des fragments sous UV est réalisée rérgken utilisant le SYBR Green | comme

colorant (agent intercalant) (Muyzer, 1999).
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Figure 11 : Courbe de dénaturation des fragments apiifiés et position relative de leur
bande de migration respective, sur un gel de polyadamide aprés migration

électrophorétique en condition de dénaturation themique (TTGE)

Ces techniques ont été utilisées dans le but d&tutcologie microbienne de divers
ecosystemes et notamment alimentaires (Jesteal, 2008). L’ADN bactérien extrait
directement a partir de la matrice a analyseraestlifié par PCR et analysé par DGGE ou
TTGE. Les fragments obtenus correspondant aux eomdi des bactéries recherchées
peuvent étre récupérés sur le gel et séquencédafionfirmer leur identité. Les techniques
TTGE et DGGE permettent donc d’obtenir des empesirélectrophorétiques génétiques,

d’'un écosysteme microbien. Ces étapes sont pr&sesié la figure 12.

En revanche, la DGGE et la TTGE possédent certéiméss. La taille des fragments séparés
est petite (de 300 a 500 pb environ). L'informatiobbtenue pour établir un arbre
phylogénétique est donc limitée. De plus, I'appamitd’'un deuxieme fragment ou plus, au
lieu d’'un seul pour une bactérie, en raison derésgnce de différents opérons ribosomiques
dans le génome, peut conduire a la surestimatiorette population (Dahlloét al, 2000 ;

Coenye et Vandamme, 2003). De méme, des phénorderesmigration peuvent avoir lieu,
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c’est-a-dire que deux fragments d’ADN amplifiés appnant & deux espéces différentes et
présentant une séquence nucléotidique différeeteygmt néanmoins avoir ufien identique
entrainant une méme distance de migration. Leuanies dans le gel ne seront donc pas

séparées (Murragt al, 1996 ; Ogieet al, 2002).

Echantillon : population microbienne

1
Extraction de 'ADN

~S

ADN
]
PCR

Fragments de 'ADNr 16S

[
DGGE/TTGE

~

Profils électrophorétiques

—

Découpage des bandes sur le gel, clonage
et séquencage de fragments récupérés

%

Phylogénie

Figure 12 : Les différentes étapes dans I'analyséuhe population microbienne par
PCR-DGGE/TTGE (modifiée d'aprés Muyzer, 1999)
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3.2.1.2 Applications de ces techniques dans leswdints : identification des bactéries
sans culture préalable

La DGGE a été appliquée pour étudier la diversigé, dynamique et I'activité des
communautés microbiennes dans divers produits ataires (Ercolini, 2004 ; Cocoliet al,
2007 ; Justeet al, 2008). C’est le cas notamment dans les prodaiiierds (Jany et Barbier,
2008) tels que les fromages comme la Mozarellaoftricet al, 2004), les fromages siciliens
(Randazzeaet al, 2002 ; Randazzet al, 2006), la Feta (Rantsiat al, 2008) ou encore le
Cabrales espagnol (Florez et Mayo, 2006). Les pt®dermentés, ou les bactéries lactiques
sont predominantes, ont également fait I'objet dsuivi de ces flores par DGGE, c’est le cas
des levains de panification (Mero#t al, 2003a ; Garofalcet al, 2008), des boissons
alcoolisées comme le malt de whisky (Van Beek &tsBr2002), le vin (Renowdt al, 2006 ;
Renoufet al, 2007) ou plus récemment I'alcool de riz traditiehvietnamien (Thanbt al,
2008). La microflore des produits a base de viadwlboeuf (Ercolinet al, 2006), de viande
de porc (Liet al, 2006) et les produits de charcuterie comme kEnsialAquilantiet al, 2007)

ou la saucisse (Diegt al, 2008), a été également étudiée avec la DGGEctoume certains
produits de la mer tels que la morue ou le flétdovflaet al, 2007a ; Hovdat al, 2007b).
Une des dernieres applications en date de la DQ@GBHes aliments concerne I'étude de la
diversité microbienne sur les feuilles de saladan(Rzzoet al, 2008 ; Zwielehnekt al,
2008).

La TTGE est également largement utilisée dans teaitte de I'écologie microbienne du lait
(Ogieret al, 2002 ; Lafargeet al, 2004 ; Ogieret al, 2004 ; El-Baradeet al, 2008) et des
produits laitiers comme les fromages (El-Baragteal, 2007 ; Parayret al, 2007 ; Abriouel

et al, 2008). D’autres produits fermentés ont égalenfaiit 'objet d’'un suivi de leur
microflore par la TTGE, comme les capres (PerezidBuet al, 2005), les boissons
traditionnelles africaines a base de céréales faéae (Abriouekt al, 2006) ou encore les
levains de panification (Ferchiclat al, 2007). Les bactéries constituant la microflore du
saumon fumé ont également été différenciées asautilla TTGE (Giacomazat al, 2004).
Dans cette étude, le geneoB avait été choisi comme cible car il existe en seele copie
dans le génome et permet donc I'obtention d’'un $&gment par espéce bactérienne. La
stratégie de nested PCR a été adoptée, ou deuxsietBssives ont été réalisées. Les profils
TTGE obtenus ont permis de différencieactobacillus alimentariusLb. farciminis Lb.
sakej Brochothrix thermosphact&arnobacterium piscicolaPhotobacterium phosphoreym
Serratia proteomaculangt Shewanella putrefaciensn cultures pures. Rachmaat al
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(2004a) ont pu, en ciblant la région V6-V8, mettre évidence I'évolution des flores du

saumon fumé au cours de sa conservation.

3.2.2 LaDHPLC

3.2.2.1 Principe de cette technique

La DHPLC est une technique de chromatographiedetiaute performance (ou en anglais
high performance liquid chromatography, HPLC) emditton dénaturante, qui permet la
séparation de fragments d’ADN double brin, en mmétten oeuvre une séparation
chromatographique en phase inverse avec couplages qUnderhillet al, 1996 ; Underhill

et al, 1997). La DHPLC utilise une colonne greffée d'yiase stationnaire non poreuse
composée de billes de 2 nanométres de diamétrelgstygene-divinylbenzene (PS-DVB)
sur lesquelles sont greffés des groupements alk@l#8. Cette phase stationnaire est
électriguement neutre et hydrophobe. L'ADN étardrgé négativement au niveau de ses
groupements phosphates, il ne peut donc pas felsibe lui-méme au niveau de la colonne.
Afin de rendre l'adsorption possible, on utilise ldeétate de triéthylammonium (TEA
(figure 13).

N

PS-DVB Cartridge Bead

Figure 13 : Rétention de I'ADN dans une colonne deHPLC (modifiée d’aprées

Transgenomic®)

56



Revue bibliographique

Les ions ammonium chargés positivement de ces mielinteragissent avec 'ADN chargé
négativement et les chaines alkyl du TEAvec la surface hydrophobe de la phase
stationnaire (figure 13). La phase mobile contidatl'acétate de triéthylammonium et de
I'acétonitrile (ACN). L'acétonitrile est un solvaatganique tres hydrophobe qui entre en
compétition avec le TEApour interagir avec la phase stationnaire. Le ng&ate ces deux
réactifs au niveau de la pompe permet de créeradient d'acétonitrile pendant I'analyse.

Avec la DHPLC, la séparation des fragments d’ADNphiés par PCR issus d’un mélange,
est basée sur I'élution différentielle des fragragrdrtiellement dénaturés (présence d’'un GC-
clamp) par la chaleur (Barlaat al, 2005). Les fragments d’ADN amplifiés, qui présestt
une hétérogéneéité de séquence, vont donc présiegeniveaux de dénaturation différents.
Plus les fragments seront dénaturés, plus leurpgatiélution seront courts. En effet, les
difféerences de temps de rétention sont attribuées charges négatives qui sont moins
disponibles dans les portions simples brins degnfemts d’ADN comparées aux doubles
brins. Par conséquent, plus un fragment d’ADN éstatiré moins il a de charges négatives
disponibles pour son adsorption a la phase staiompar I'intermédiaire du TEAdonc plus
vite I'acétonitrile parviendra a décrocher les fatdions hydrophobes entre le TEAt la
phase stationnaire, permettant ainsi I'élution rhgrnent. Les fragments d’ADN peuvent étre
détectés par détection U.V ou par fluorescencempheinte moléculaire d’'un mélange est
visualisée sous la forme d'un chromatogramme oujwhapic correspond a une espéce

donnée ou a un groupe d’espéces (Bartdaal, 2005).

3.2.2.2 Application de cette technique

La DHPLC est une technique relativement récenteigiiialement, a été mise au point pour
détecter des variations dans les séquences d’ADNNgigue des cellules eucaryotes, telles
qgue des insertions, des délétions, du polymorphidmenucléotide simple (ou en anglais
single nucleotide polymorphism, SNP) et des midadkiees (Underhillet al, 1997). Cette
technique automatisée, a haut débit d’analyse,éautitisée avec succés dans diverses
applications telles que le diagnostic humain (Freehoyer-Weidner, 2003), I'analyse de la
méthylation de I'ADN (Couvertet al, 2003) ou encore I'analyse de 'ARN (Azarani et
Hecker, 2001). Plus récemment, cette techniqueéaadbptée pour l'investigation des
communautés microbiennes de divers écosystemeseaspromme le microbiote intestinal

humain (Goldenbergt al, 2005 ; Goldenbergt al, 2007), le tractus urinaire (Domaenhal,
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2003) ou d’échantillons d’eau de mer (Barlaral, 2005). Derniérement, cette technique a
également été appliqguée pour le suivi de la ditéensiicrobienne dans une matrice en lien

avec un produit alimentaire, le lactosérum (Ercainal, 2008).
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Introduction

Les crevettes décortiquées, cuites puis réfrig&gérsconsidérées comme des denrées
alimentaires sensibles au processus d’altérationogué par le développement de certaines
bactéries. En effet, bien que les crevettes sultissee étape de cuisson réduisant leur charge
bactérienne initiale, elles peuvent étre recontassnaprés cuissoma I'environnement, les
équipements ou le personnel. Parmi ces bactériescdmtamination, certaines qualifiées de
bactéries spécifiques d’altération mettent en ceunrenétabolisme provoquant I'apparition
de modifications organoleptiques indésirables (GraimDalgaard, 2002). La microflore
d’altération des crevettes cuites a donné lieu & fpeu d'études et elles concernent
essentiellement les crevettes d’origine nordiqualdBardet al, 2003 ; Mejlholmet al, 2005
; Laursenet al, 2006 ; Mejlholmet al, 2008). L'ensemble de ces travaux a été réalisdgm
techniques culturales de microbiologie. Or, devawa antérieurs ont démontré que la
biodiversité microbienne d’'un écosysteme compleait &és souvent sous estimée lorsque
son étude reposait sur la culture des bactérieaff@iet Neviani, 2001).

Le but de cette étude était de caractériser laaftace de crevettes tropicales cuites
par une approche polyphasique, combinant a ladess techniques culture-dépendantes et
indépendantes, permettant ainsi de mettre en éedks principaux genres et especes de
bactéries présentes dans le produit. Cette reohexcété réalisée sur deux lots A et B de
crevettes décortiquées, cuites, conditionnées atussphére modifiée provenant de deux
usines, et conservés pendant plusieurs semainestdb °C. Le protocole analytique est
détaillé sur la figure 14. Avec les technigues weahdépendantes, le développement de
plusieurs flores a été suivi a l'aide de milieux adture adaptés et 137 colonies ont été
isolées puis identifiées au moyen de tests phéimptgp et moléculaires. L'approche culture
indépendante a consisté a mettre en ceuvre la tpehRICR-TTGE fournissant une empreinte
moléculaire de 'ADN bactérien, directement extrdé la matrice crevette, en ciblant la
région V3 du géne codant 'ARNr-16S. Le choix déeeible, plutdt qu'un géne existant en
copie unique dans le génome comme le gpon8, se justifie par le fait que les banques de
données de séquences sont beaucoup plus fournsésjeances de 'ADNr 16S. D’autre part,
nous avons choisi de cibler la région variable \&B elle présente moins d’hétérogénéité
intraspécifique, comparée a celle d’autres régi@ables comme V1, V2 et V6 (Coenye et
Vandamme, 2003). En conséquence, l'identificaties especes bactériennes aprés clonage et

séquencage des fragments V3 nous a semblé plusteobu
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Crevettes décortiquées cuites
(sous atmosphére modifiée)

Lot A Lot B
5C

15C 15C

A
Période de stockage (jours)

> 1, 4, 8, 15, 19, 22, 27, 33 —
Analyse sensorielle : Microbiologie :
Détermination du moment de * méthodes culturales : dénombrements / isolements.
I'altération par un jury
d’'analyse entrainé » méthodes culture indépendante : PCR-TTGE.

Figure 14 : Protocole de suivi analytique des deurts de crevettes au cours de leur

stockage
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Principaux résultats et discussion

Approche culture-dépendante

Le suivi des caractéristiques sensorielles des detisxde crevettes décortiquées cuites a
permis de déterminer le moment du stockage ou résemtaient un niveau significatif
d’altération soit 33 et 22 jours pour les lots @més respectivement a 5 et 15 °C. Une fois ce

niveau atteint, 137 colonies ont été isolées ettifiées (tableau 10).

Tableau 10 : Répartition des espéces bactériennesoiées des deux lots de crevettes

conservées a5 °Cet 15 °C

Lots
Espece identifiée Ny_ombre A5 °C  B5°C A5 °C B.15 °C
d’isolats
Cb. divergens 23 4 14 - 5
Cb. maltaromaticum 9 - - 9 -
Cb. alterfunditurdike 4 1 3 - -
Cb. inhibens 1 - 1 - -
Vc. fluvialis 13 - - 7 6
Vagococcus. sp 13 - 2 - 11
Ec. faecalis 3 - - 3 -
Ec. faecium 4 - - 3 1
Ac. viridans 1 - - - 1
Bt. thermosphacta 51 21 9 3 18
St. proteamaculans 15 - - 15 -
Total 137 26 29 40 42

#Abréviations: Ch, Carnobacterium; V¢, Vagococcus; Eaterococcus; Ac, Aerococcus; Bt, Brochothrix; Ritratia.

Les isolats sont répartis en trois grands groupdsagtéries. Le premier comprend 71
isolats de bactéries lactiques appartenant aweg€arnobacteriun(37 isolats)Vagococcus

(26 isolats),Enterococcus(7 isolats) etAerococcus(l isolat). Le deuxieme groupe est
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constitué de 51 isolats identifiés a 'esp&cechothrix thermosphactaetrouvés sur les lots
stockés a 5 °C et 15 °C. Enfin, le dernier compr&hdsolats issus du lot A stocké a 15 °C
appartenant a I'espé&erratia proteamaculanggalement connue sous I'appellati®erratia
liquefaciendike (Grimontet al, 1982).

Au sein du genreCarnobacterium 3 especes différentes ont été identifie€b:
divergensavec 23 isolatsCb. maltaromaticunavec 9 isolats, et enfin un groupe de 5 isolats
dont l'identification n’a pas pu étre réalisée dedn précise car ils présentaient une identité
de séquence similaire (environ 98 %) pour les esgféb. alterfunditunetCb. pleistocenium
Nous avons choisi de les regrouper sous l'appefiafiarnobacterium alterfunditurtike.
Des travaux ultérieurs ont montré gu'une des saicl&ece groupe appartenait a I'espece
Carnobacterium inhibensLes quatre autres souches, regroupées sous llappe Cb.
alterfunditumlike, pourraient correspondre a une nouvelle esp@e€arnobacteriumPour le
genreVagococcus26 isolats ont été répartis en deux groupesrémier groupe, comprenant
13 isolats, a été identifié a I'espé¥e. fluvialis Pour le deuxiéme groupe, qui comprenait
également 13 isolats, on a pu déterminer la ségudncgene codant 'ARNr 16S pour 5
d’entre eux. Les 5 séquences obtenues présentaierttomologie parfaite entre elles (100 %
de similarité de séquence) ; par contre elles ptasmnt une faible homologie de séquere (
97 %) avec celles des especes déja connues du ¥agacoccus(Vc. fluvialis, Vc.
salmoninarumVec. fessusvc. lutrae Vc. carniphilusetVc. elongatus Ces résultats semblent
indiquer que ces 5 souches pourraient correspandnmge nouvelle espéce au sein du genre
VagococcusUne étude de taxonomie polyphasique a été régtisér confirmer ou non cette
nouvelle espece et sera présentée dans le ChHpiefin, les 7 isolats identifiés au genre
Enterococcusse répartissent entre deux espedes.:faecalis(3 isolats) etec. faecium(4

isolats).

Approche culture-indépendante

La PCR-TTGE a été utilisée pour suivre I'évolutida I'écosystéme bactérien dans les deux
lots de crevettes durant toute la période de stmckiigure 15). Cing espéces bactériennes de
référence ont été choisies en fonction des résuttiatenus par I'approche culturale comme
profils TTGE standards (pistes 1 a 5). Apres migraglectrophorétique, les profils TTGE
des échantillons de crevettes ont révélé 9 bariddsrsité majeure (a a i) parmi lesquelles,
5 bandes (a a e) pouvaient étre assignées par caisgade leur position de migration, a une
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des bandes des 5 profils standards. Les autregddhd i) ne pouvaient pas étre assignées et

étaient considérées comme inconnues.
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Figure 15 : Profils TTGE de la région V3 du géne atant I'ARNr 16S au cours du stockage des
échantillons de crevettes conservés a 5 °C (gel A,Bt A et B respectivement) et 15 °C (gel C,D :
lot A et B respectivement).

Pistes 1 a 5 : espéces bactériennes de référenahés types). Et. liuefaciens2, Bt.
thermosphacta3, Ec. faecalis4, Cb. divergensb, Cb. maltaromaticumPistes d1 a d33 : profils des
écosystemes microbiens des lots de crevettes paqgue jour d’analyse. Assignation des bandes des

profils de ’ADN bactérien des crevettes a celles dandes des profils des souches de référence : a,

Bt. thermosphactad, Ec. faecalisc, Cb. divergensd, Cb. maltaromaticume, St. liquefaciensf,g,h
et i correspondent a des bandes de '’ADN bact@gsncrevettes qui n’ont pas pu étre assignées et

sont considérées comme bandes inconnues.
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Toutes les assignations ont été ensuite confirmp@éesexcision des bandes du gel,
suivie d’'un clonage et du séquencage de la régiBnd¥ leur ADNr 16S. Les bandes
inconnues ont été identifiées selon la méme métbgao(f : Firmicute non cultive, g Ec.
faecium h : Psychrobactersp., i : Citrobacter gilleni). La technique PCR-TTGE a permis
d’obtenir des informations complémentaires a celidesenues par les méthodes culture
dépendantes. En effet, pour les lots stockés a (638, gels A et B) les profils ont permis de
mettre en évidence des especes bactériennes maiigria pas été identifiées par approche
culturale. C’est le cas pour le lot A, avec I'espEBaiterococcus faecalibande b) qui avait
été isolée uniquement a 15 °C et de la bande f &3signée) qui correspond a finmicute
non cultivé. Il en est de méme pour le lot B a@#tobacter gellini(bande i, non isolée sur
milieux de culture) eCb. maltaromaticunibande d). C’est le méme constat avec les especes
Ec. faecalieet Cb. maltaromaticunmon retrouvées pour ce lot sur milieu de culture.

Cependant, nous avons aussi pu constater quenesrtaspeces isolées et identifiées
par approche culturale, n’étaient pas détectaldedP@R-TTGE. Ainsi I'espéc¥c. fluvialis
n'a pas été retrouvée par PCR-TTGE. Toutefois, ramasis observé que le fragment V3 de
cette espece co-migrait avec celui de I'espEce faecalis car leur fragments respectifs
présentaient des séquences nucléotidiques difésreatec unTm identique. Malgré ce
phénomeéne de co-migration, cette technique a peadmigaliser un suivi dynamique de la
diversité microbienne des crevettes au cours dckate, et de voir a quelle période une
espece bactérienne apparaissait dans la micrafegecrevettes. Ainsi, pour le lot B stocké a
5 °C, on peut voir une succession entre I'espyehrobactesp. (bande h, gel B), visible du
jour 1 au jour 15 et I'espéddt. thermosphactapparaissant a partir du jour 15 et visible
jusqu’a la fin du stockage.

Cette étude de microbiologie polyphasique a pedinikentifier les principaux genres
et especes bactériennes présents dans la micrdéiererevettes tropicales décortiquées cuites
au moment de laltération organoleptique. Parmitdsuces espéces, plusieurs dé&mt
thermosphactaet Cb. maltaromaticunont déja été décrites comme étant responsables de
'apparition de mauvaises odeurs caractéristiquesl’atération dans diverses matrices
alimentaires. En revanche, certains genres et esp&aient pour la premiére fois retrouvés
dans un écosysteme microbien complexe, en lien lalegration d’'une matrice alimentaire.
Ainsi les espéce€b. alterfunditunmet Cb. pleistoceniunrencontrées dans cette étude, ont été
respectivement isolées d'un lac gelé en antarctifferanzmannet al, 1991) et d’'un
permafrost en Alaska (Pikutt al, 2005). Il en est de méme pour le geviegjococcusavec

'espéceVc. fluvialis qui précédemment avait été isolée de divers yeaients cliniques
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humains (Teixeiraet al, 1997). Un certain nombre de souches appartenenpancipales

especes retrouvees dans ces travaux ont été étymtigeleur potentiel d’altération, étude qui
sera présentée dans le chapitre lll. Cette rechagiermis de démontrer que la PCR-TTGE
était une technique efficace pour suivre la dynamide la microflore des crevettes cuites au
cours de leur stockage, et de mettre en évidensdlales non détectées par les milieux de

culture.

L’ensemble de cette étude fait I'objet d’'une pudiion, acceptée dans la revue

International Journal of Food Microbiology, qui esésentée dans les pages suivantes.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

KeywordS: ) The characterization of the microbial ecosystem of cooked tropical shrimps was carried out using a
Tro;?lcal cooked shrimp polyphasic approach. First, culture-dependent methods were used for bacterial enumeration and the
15312121131-1%2]; phenotypic and molecular identification of bacterial isolates. Then, culture-independent methods, including

PCR-TTGE (V3 region of the 16S rRNA gene), provided a fingerprinting of bacterial DNA directly extracted
from shrimps. Two batches of cooked and peeled tropical shrimps were stored at 5 and 15 °C for 5 and
3 weeks, respectively. Trained panelists carried out a sensory evaluation and microbiological enumerations
were performed. When spoilage of samples was perceived, several colonies were isolated from the total
viable count media. Thus, 137 bacterial strains were identified by phenotypic and molecular tests. Lactic acid
bacteria (LAB) constituted the major group with the most represented genera being Carnobacterium (C.
divergens, C. maltaromaticum and indiscernible C. alterfunditum/pleistocenium), Vagococcus (indiscern-
ible V. carniphilus/fluvialis) and Enterococcus (E. faecalis and E. faecium). The other groups corresponded to
Brochothrix thermosphacta and Enterobacteriaceae (Serratia liquefaciens). In PCR-TTGE profiles some of DNA
fragments were assigned to those of standard strains (S. liquefaciens, B. thermosphacta, E. faecalis, C. divergens
and C. maltaromaticum) or identified isolates from culture-dependent analysis (E. faecium). Other additional
informations were provided by fragment cloning (Psychrobacter sp, Citrobacter gillenii and Firmicute). In
conclusion, TTGE is an excellent tool to monitor the evolution of the microbial ecosystem in seafood products.

Lactic acid bacteria

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Shrimp is the most important seafood product traded in terms of
value, accounting for 15 thousand million US$ of exports in 2006
making 18% of the total seafood trade worldwide, With 360,000 tons
imported during the first half of 2007, the European market for shrimp
is number one in the world (FAO-CIHEAM, 2007). According to the
fishing or farming geographic location, two categories of traded
shrimps can be distinguished: nordic shrimps (Pandalus borealis) and
tropical shrimps (Penaeus sp.) (Leung and Engle, 2007). Nordic
shrimps are generally cooked after catch then frozen whole or peeled
before dispatch to the preparation factories, whereas tropical shrimps
are generally frozen raw, whole or peeled before the preparation
process, which includes a cooking step (Leung et al., 2007). Raw fresh
shrimps are very sensitive to microbial spoilage. In fact, they can be
contaminated by bacteria naturally present in the marine environ-
ment, such as Vibrio sp., Aeromonas and Pseudomonas (Hanninen
et al,, 1997; Gopal et al., 2005; Jeyasekaran et al., 2006), or in the

* Corresponding author. Tel.: +33 2 40374284; fax: +33 2 40374071.
E-mail address: joffraud@ifremer.fr (J.J. Joffraud).

0168-1605/$ - see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jjfoodmicro.2008.05.017

digestive tract, which is not always removed directly after catch
(Gomez-Gil et al., 1998; Al-Harbi, 2003). These bacteria can develop
very quickly on these products, which are characterized by a neutral
pH, a high water activity (Aw) and a high content of low molecular
weight compounds such as free amino acids and nucleotides
(Jeyasekaran et al., 2006). These compounds are directly usable for
the growth and metabolism of specific spoilage bacteria (Chinivasa-
gam et al., 1998). However, the heat treatment that occurs in most
shrimp preparation processes constitutes a strong barrier, efficiently
reducing the initial microbial content (Harrison and Lee, 1969). Several
previous studies have been carried out to investigate the cooked
shrimp microbiota, but they were mainly concerned with the nordic
shrimp. Such studies demonstrated that the product microbiota was
the result of direct recontamination from the processing equipment
and environment (Zapatka and Bartolomeo, 1973; Valdimarsson et al.,
1998). Dalgaard and Jergensen (2000) have shown that the shelf life of
cooked shrimps is particularly influenced by temperature. Moreover, a
modified atmosphere in combination with a low temperature can
significantly extend the shelf life (Sivertsvik et al., 1997). Previous
studies have also shown that the spoilage microbiota of cooked
shrimps appears to be dominated by Gram-positive bacteria such as
Brochothrix thermosphacta and predominantly by lactic acid bacteria
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Table 1

Shrimp sample description.

Characteristics® Batch A Batch B

Production Farming Harvesting

Origin South America Indian and Pacific Oceans

Penaeus vannamei
Acetic acid, Citric acid,

Penaeus vannamei
Sodium disulfite, Ascorbic acid,

Shrimp species
Brine composition

Citric acid, Sodium benzoate Lactic acid
MAP composition 50% C0O,/50% N, 100% CO,
Use-by date 22 days 21 days

2 MAP, modified atmosphere packaging. The use-by date was determined by the two
different factories.

(LAB) including Carnobacterium maltaromaticum, Carnobacterium diver-
gens, Enterococcus faecalis (Dalgaard et al., 2003; Mejlholm et al., 2005).
The shelf life and sensory characteristics of cooked shrimp products
depend on the development of the microbial community. Thus, it seems
essential to be able to monitor the evolution of the microbial ecosystem
during storage.

For a long time, the study of a natural microbiota ecosystem has
consisted of a cultural methodology using different culture media.
However, this approach does not necessarily provide reliable informa-
tion about the composition of microbial communities, which may
contain species that would be viable but are not cultivable on current
culture media (Duthoit et al,, 2003). Thus, molecular methods have been
developed to analyze diversity within bacterial communities (Muyzer
and Smalla, 1998). In the field of food microbiology, temporal
temperature gradient gel electrophoresis (TTGE) has been applied to
study the microbiota of dairy products (Ogier et al., 2002; Lafarge et al.,
2004; Ogier et al., 2004; El-Baradei et al., 2007; Parayre et al., 2007),
fermented foods such as Caper berries (Perez Pulido et al, 2005),
traditional African fermented food from cereal grains (Abriouel et al.,
2006), and sourdough (Ferchichi et al., 2007). This technique has also
been used on seafood products, especially cold-smoked salmon
(Giacomazzi et al., 2004; Rachman et al., 2004).

The present study was undertaken to fill a gap in the knowledge
regarding the microbiota of cooked tropical shrimps, widely consumed
in our country. The microbial ecosystem of two batches of commercial,
cooked, brined, tropical shrimps, packed in a modified atmosphere, from
two different European factories were investigated. In contrast with
several previous studies that used only cultural methods to study the
microbial ecosystem of cooked shrimps, here we have used a polyphasic
approach. Culture-dependent and -independent methods have been
employed, notably the PCR-TTGE technique, in order to monitor the
bacterial population in the shrimp products during storage.

2. Materials and methods
2.1. Shrimp sampling

The study was carried out on two batches, named A and B, of
commercial, tropical, cooked, peeled, brined and drained shrimps in

modified atmosphere packaging (MAP) from two production plants
(Table 1). Half of the samples were stored at 5 °C and the other half at
15 °C for 5 and 3 weeks, respectively. Twice a week, two series of
analyses were carried out including sensory, chemical and polyphasic
microbiological analyses with cultural and non-cultural methods.

2.2. Sensory analysis

Fifteen trained panelists, experienced in seafood sensory evaluation,
carried out the sensory analysis of the shrimp products. Three packets
per batch were opened and repackaged, for each assessor, into 20-g
portions in plastic bags to keep the odors intact. Sessions were
performed in individual partitioned booths, as described in the
procedure NF V-09-105 (AFNOR, 1987), equipped with a computerized
system (Fizz, Biosystémes, Couternon, France). Assessors had to score
the sensory profile using a notation (0 to 10) of appropriate descriptors
of odor and visual aspect for the products stored at 15 °C and the criteria
of odor, visual aspect, taste and texture for those stored at 5 °C. At the end
of the evaluation, panelists classified each sample according to its
spoilage level (NS: non-spoiled; LS: lightly spoiled; SS: strongly spoiled).
The products were considered to be in the spoilage phase when at least
50% of the assessors classified them at the SS level.

2.3. Chemical analysis

The flesh remaining in the bags opened for microbiological analysis
was homogenized in a Waring Blender (New Hartford, CO, USA). Total
Volatile Basic Nitrogen (TVBN) and Trimethylamine (TMA) were
measured in duplicate by the Conway microdiffusion method (Conway
and Byrne, 1933). The pH value was measured in the ten-fold-diluted
flesh with a pH meter (Mettler Delta, AES, Combourg, France).

2.4. Enumeration of different bacterial groups

For each shrimp sample, three packages were used to produce the
homogenized analysis solution. A 30-g portion of each package was
aseptically weighed into 120 ml of sterile physiological saline solution
(0.85% NaCl) with 0.1% peptone in a sterile plastic bag and blended
with a stomacher 400 (Seward Medical, London, UK) for 2 min. After
30 min at room temperature for bacterial resuscitation, 30 ml of each
blend were pooled into a sterile vial and mixed thoroughly by
vortexing to constitute the homogenized analysis solution. Several
appropriate 10-fold dilutions of the analysis solution were carried out
in sterile physiological saline solution and 0.1 ml of each was spread
on a plate. The total aerobic viable counts (TAVC) were determined
after 7 days at 15 °C on Long and Hammer agar (LH) with 1% NaCl (Van
Spreekens, 1974). The total lactic acid bacteria (LAB) were counted
after 3 days at 25 °C on nitrite actidione polymyxin agar (NAP) at pH
6.2 in anaerobic jars (20% C0,, 80% N;) (Davidson and Cronin, 1973).
B. thermosphacta were determined after 3 days at 25 °C on
streptomycin sulfate thallous acetate agar (STAA) (Gardner, 1966).

Table 2

Sequences of oligonucleotide primers used for PCR amplification and sequencing.

Primer Position® Oligonucleotide sequence (5'—3') Annealing (°C) Reference

16S-p2 16S rRNA gene, forward (positions 1388 to 1406). CTTGTACACACCGCCCGTC 56 Gurtler and Stanisich {1996)
16S-p4 16S rRNA gene, forward (positions 1526 to 1544). GCTGGATCACCTCCTTTCT 56 Gurtler and Stanisich {1996)
23S-p7 23S rRNA gene, reverse (positions 188 to 208). GGTACTTAGATGTTTCAGTTC 56 Gurtler and Stanisich (1996)
D1 16S rRNA gene, forward (positions 8 to 27). AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 56 Weisburg et al. (1991)

D1 16S rRNA gene, reverse (positions 1525 to 1542). TAAGGAGGTGATCCAGCC 56 Weisburg et al. (1991)

V3P1 16S rRNA gene, forward (positions 340 to 356). CCTACGGGAGGCAGCAG 62 Parayre et al. (2007)

V3p2 16S rRNA gene, forward (positions 517 to 533). ATTACCGCGGCTGCTGG 62 Parayre et al. (2007)

V3P3 16S rRNA gene, forward (positions 340 to 356) with GC clamp. CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGLGG 62 Parayre et al. (2007)

GGGCACGGGGG GCCTACGGGAGGCAGCAG

2 Positioning primers are based on Escherichia coli numbering of 165 rDNA (GenBank accession number J01859) and 23S rDNA (GenBank accession number V00331).
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Table 3
Sensory classification of samples according to spoilage category, during storage at5 and
15 °C.

Dayof BatchAat5°C  BatchBat5°C® BatchAat15°C Batch Bat 15 °C*
storage
NS* LS® SS¢ NS* LS® SS° NS LS® SS¢ NS* ISP ss¢
% @ @ @ ® ® % * & * * @
1 85 15 0 77 23 0 8 15 0 62 31 3
4 8 13 0 50 50 0 8 13 0 38 63 0
12 100 0 0 8 18 0 45 45 9 45 45 9
15 00 0 O 64 36 0 36 45 18 36 55 9
19 92 8 0 58 33 8 33 67 0 33 58 8
22 2 8 0 8 58 33 25 50 25 17 50 33
27 73 27 0 27 36 36
33 75 25 0 8 75 17

2 NS: non-spoiled.
b 1S: lightly spoiled.
¢ SS: strongly spoiled.

Furthermore, at the spoilage time the H,S-producing bacteria were
investigated in iron agar (IA) with 0.04% of L-cysteine as described by
Gram (1987).

2.5. Identification of bacterial isolates

When shrimp samples were considered as spoiled by the sensory
panelists (22 days for batches stored at 15 °C and 33 days for those
stored at 5 °C) approximately 25 to 30 isolates (5 °C) and 40 to 45
(15 °C) were randomly selected by picking colonies from LH and IA
agar, respectively, of the highest dilution showing growth. Thus, 137
isolates were collected and purified twice on brain heart infusion agar
(BHI, Biokar Diagnostic, Beauvais, France). Each isolate was then
characterized morphologically by phase contrast microscopy and
examined for motility, Gram reaction with KOH (Gregersen, 1978),
catalase activity by the 3% H,0, method and cytochrome oxidase
production by Bactident Oxidase reagent (Merck, Darmstadt, Ger-
many). In order to characterize the isolates at species or genus level
more precisely, several molecular tests based on the PCR principle
were used. The chromosomal DNA of the isolated strains was extracted
using the Qiagen DNeasy Tissue Kit (Qiagen, S.A., Courtaboeuf, France).
All the oligonucleotide PCR primers used in this study were obtained
from Invitrogen (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) and are listed in
Table 2. The PCR amplification of the 16S-23S Intergenic Spacer
Regions (ISRs), using the primer pairs 16S-p2/23S-p7 or 16s-p4/23S-
p7, was carried out for the molecular identification of the presumptive
LAB strains (Gram-positive, catalase- and oxidase-negative isolates).
The restriction fragment length polymorphism (RFLP) of amplified 16S
rDNA with the restriction endonucleases Mbol and Hhal (Cambon-
Bonavita et al., 2001) was carried out for the molecular identification of

mg-N 100 g’
(4}

0 T T T T T T |
0 5 10 15 20 25 30 35
Storage time (days)

Fig. 1. Trimethylamine (TMA) production (mg-N 100 g~ ') in both batches of cooked
and peeled shrimps, packed in a modified atmosphere. { A): batch A stored at 5 °C; (@):
batch A stored at 15 °C; (M): batch B stored at 5 °C; (x): batch B stored at 15 °C.

the presumptive LAB and the presumptive B. thermosphacta strains
(Gram-positive, catalase-positive isolates). The presumptive Entero-
bacteriaceae strains (Gram-negative, oxidase-negative) were identified
using the API 20E system ( BioMérieux, Marcy I'Etoile, France) according
to the supplier's instructions. Finally, for each strain or group of strains
identified as belonging to a bacterial species or genus by the previous
techniques, the 16S rDNA gene was sequenced on 1500 nucleotides for
one or several representative strains of each group, depending on the
group size. The 16S rDNA were amplified by PCR from chromosomal
DNA with primer pairs fD1 and rD1 (Table 2). The PCR mixture (50 pl)
contained as final concentrations: 200 pumol I"' of desoxynucleotide
triphosphate mix (Interchim, Montlugon, France), 1x Taq buffer contain-
ing (10 mmol I~ Tris-HCl [pH 9.0], 50 mmol 1~ KCl, 1.5 mmol 1~
MgCly, 0.1% Triton X-100, 0.2 mg/ml BSA), 1.5 U of Taq DNA polymerase
(MP Biomedicals, Strasbourg, France), 0.4 pmol 1™ 1 of each primer, and
50 ng of template DNA (estimated by O.D. at 260 nm). PCR amplification
was performed in a PTC-100 Thermocycler (M] Research Inc., Water-
town MA, USA) using the following protocol: initial denaturation (94 °C
for 5 min), followed by 35 cycles of denaturation (94 °C for 1 min),
primer annealing (56 °C for 1 min 15 s) and extension (72 °C for 1 min
15 s). A final extension at 72 °C for 10 min was performed. PCR products
were separated in a 1.5% (w/v) agarose gel (MP Biomedicals, Strasbourg,
France) containing ethidium bromide (0.5 pg/ml), and were subse-
quently visualized by UV illumination ImageMaster VDS-CL (Amer-
sham. Pharmacia Biotech, Orsay, France). The PCR product length was
evaluated with a DNA Ladder MassRuler™ (Fermentas Life Science,
Vilnius, Lithuania). The nucleotide sequence of the amplified 16S rDNA
was determined with an ABI 370 automated sequencer using the Taq
Dye-Deoxy TM terminator cycle sequencing method (Genome Express
Company, Meylan, France). Anticipated errors of sequencing reactions
were avoided by sequencing both DNA strands with a set of 5 internal
primers (not published) of the 16S rDNA. The 5 resulting sequences
were assembled into a unique contig with BioEdit sequence alignment
software (Hall, 1999). The contig sequences were then submitted to the
National Center for Biotechnology Information (NCBI, Bethesda, USA,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). The computer program CLUSTAL W
(Thompson et al., 1994) was used for sequence alignment, and the Basic
Local Alignment Search Tool 2 program (BLAST) for representation of
sequence and similarity searches in the GenBank database. Phylogenetic
and molecular evolutionary analyses were conducted using MEGA
version 4.0. (Tamura et al., 2007).

2.6. TIGE analysis

2.6.1. Direct bacterial DNA extraction from shrimp matrix

The shrimp samples (30 g) were homogenized for 2 min in 270 ml
of sterile saline solution (0.85% NaCl; 0.1% peptone; 2% tween 80)
using a stomacher 400 (Seward Medical). In order to separate the
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Fig. 2. Total volatile base nitrogen (TVBN) production (mg-N 100 g~ ') in both batches of

cooked and peeled shrimps, packed in a modified atmosphere. (A): batch A stored at 5 °C;
(®@): batch A stored at 15 °C; (M): batch B stored at 5 °C; (x): batch B stored at 15 °C.
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eukaryotic cells and DNA of shrimps from the bacterial cells, 10 ml of
homogenized suspension was filtered on a Nucleospin Plant L column
(Macherey-Nagel, Hoerdt, France) by centrifugation at 8500 rpm for
10 min at room temperature. Supernatant was carefully removed and
the bacterial cell pellet resuspended in 400 nl of enzymatic lysis
solution (20 mM Tris-HCl, pH 8.0, 2 mM sodium EDTA, 1.2% Triton X-
100, 20 mg/ml lysozyme, 11.6 U mutanolysine) then transferred into a
2 ml microtube and incubated at 37 °C for 1 h. A mechanical lysis step
was then performed by addition of 0.3 g of glass beads (150 to 200 um
diameter) and shaking during two cycles of 2 min in a bead beater
MM200 (30 Hz) (Retsch, Haan, Germany) interspersed by 2 min of
storage in ice. Proteins were digested by proteinase K (20 mg/ml)
with 200 pl of AL buffer (DNeasy blood and tissue kit, Qiagen,
Courtaboeuf, France) and incubated at 56 °C for 30 min. To pellet the
glass beads, centrifugation at 10,000 rpm for 3 min was carried out
and the supernatant was transferred to a 2 ml microtube to perform
nucleic acid precipitation by addition of 200 ul of ice-cold absolute
ethanol. DNA purification was carried out using a DNeasy blood and
tissue kit as described in the Qiagen instruction manual.

2.6.2. PCR amplification

The V3 region (194 bp) PCR-amplicons were prepared using the
primers V3P2 and V3P3-GC-Clamp (Table 2). The PCR mixture (40 pl)
contained as final concentrations: 800 pmol I~ ! of deoxynucleotide
triphosphate mix (Interchim, Montlucon, France), 1X Taq buffer
containing (10 mmol 1=' Tris-HCl [pH 9.0], 50 mmol I-' KCl,
1.5 mmol 17! MgCl,, 0.1% Triton X-100, 0.2 mg/ml BSA), 2.5 U of
Taq DNA polymerase (MP Biomedicals, Strasbourg, France), 1 pmol 17!
of each primer, and 10 pl of template DNA. PCR amplification was
performed in a PTC-100 Thermocycler (M] Research Inc) using the
following protocol: initial denaturation (94 °C for 5 min), followed by
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40 cycles of denaturation (94 °C for 30 s), primer annealing (62 °C for
30 s) and extension (72 °C for 1 min). A final extension at 72 °C for
30 min was performed. This last step was sufficiently long to prevent
the artifactual formation of double bands (Janse et al., 2004). The size
and quantity of PCR products were determined in a 1.5% (w/v) agarose
gel (MP Biomedicals, Strasbourg, France) against a DNA Ladder
MassRuler™ (Fermentas Life Science).

2.6.3. TIGE gel analysis

TTGE was performed using the DCode universal mutation detec-
tion system (BioRad, Marne-la-Coquette, France). Polyacrylamide gels,
16 cm by 16 cm by 1 mm, were constructed with two layers including
resolving and stacking gels. Resolving gels were prepared with 9.5%
(w/v) acrylamide stock solutions (acrylamide-bisacrylamide; 37.5:1)
and a final urea concentration of 8 M. Stacking gels were prepared
without urea, with 16% (w/v) acrylamide stock solutions (acryla-
mide-bisacrylamide; 37.5:1). Gels were prepared and run with 1.25X
TAE buffer diluted from 50X TAE buffer (2 M Tris base, 1 M glacial
acetic acid, 50 mM EDTA). Chemical polymerization of acrylamide gels
was initiated by ammonium persulfate and the quaternary amine, N,N,
N'N'-tetramethylethylenediamine (TEMED) after pouring into the
vertical glass plate sandwich. Following polymerization, gels were left
overnight at 4 °C. Before loading the PCR products, the wells were
rinsed with 1.25X TAE buffer. 20 ul of PCR products with 1X of loading
buffer were deposited in wells. The electrophoresis run was
performed at 50 V for 12h30 with a temperature gradient of 65 °C
to 70 °C (rate of 0.4 °C-h~ ') under stirring with a magnetic stirrer to
mix the buffer and improve the temperature gradient homogeneity
(Ogier et al., 2002). After the run, gels were rinsed for 20 min in Milli-
Q water (Millipore, Molsheim, France), stained for 30 min in 300 ml of
3X GelRed™ staining solution (FluoProbes®, Interchim, Montlugon,
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Fig. 3. Bacterial growth evolution in (¢): total aerobic viable count (TAVC), {©): lactic acid bacteria (LAB) and {x): Brochothrix thermosphacta, of cooked and peeled shrimps packed in
a modified atmosphere, stored at 5 °C (a, b: for batch A and B respectively), and 15 °C (c, d: for batch A and B respectively). The symbol “|” indicates that counts were below the

enumeration threshold.
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France) in H,0 with 0.1 M NaCl, then rinsed in Milli-Q water and
photographed by UV illumination ImageMaster VDS-CL (Amersham.
Pharmacia Biotech, Orsay, France).

2.6.4. TIGE fragment cloning and sequencing

Bands excised from TTGE gels using a sterile blade were eluted in
200 pl of Milli-Q water. The eluted DNA (10 ul) was re-amplified with
primers V3P2 and V3P3-GC-Clamp and the amplicons were subjected to
TTGE analysis to confirm their relative positions. The eluted DNA was
then re-amplified with primers V3P2 and V3P1 (V3P3 lacking the GC
clamp). PCR products were then purified with the MinElute PCR
Purification Kit (Qiagen) and cloned in the pCR®4-TOPO® vector, then
chemically competent Escherichia coli DH5aw were transformed, using
the TOPO TA cloning kit (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). Cloning of
the PCR products was necessary because TITGE analysis revealed weak
bands in addition to the excised bands after re-amplification (Ogier etal.,
2002). Approximately 10 clones were selected for each excised band and
they underwent plasmid DNA extraction with a miniprep kit (Qiaprep,
Qiagen). A PCR amplification of cloned fragments was then carried out
with V3P1 and V3P2 primers and the amplicons were subjected to
another TTGE to select the positive clones that contained specifically the
V3 fragment corresponding to the excised band without artifact bands.
Cloned insert sequencing with M13 reverse and forward primers,
sequence comparison and phylogenetic and molecular evolutionary
analyses were conducted as described above.

3. Results
3.1. Sensory analysis

At 5 °C, batch A stayed in the NS category for 33 days with 75% of
votes against 25% for LS (Table 3). Batch B was classified as being LS after

Table 4

22 days with 58% of votes. At 15 °C, the sensory detection of spoilage
progressed more rapidly. In fact, for batch A, after 12 days of storage
approximately half of the assessors considered it as being LS with 45% of
votes, and this level stayed constant until the end of storage. Batch B at
15 °C showed some similarities with the spoilage profile at 5 °C.
However, the distribution in the LS category was slightly higher than at
5 °C. During this sensory analysis, the theoretical spoilage time of
shrimps, which corresponds to at least 50% of the assessors classing the
product in the SS category, was never reached for any batch. However,
after 27 and 19 days of storage for the batches stored at 5 and 15 °C
respectively, a swelling of the packets was detected as well as the release
of a sulfurous off-odor. At day 33 and day 22 for both batches stored at 5
and 15 °Crespectively, the swelling packets and the off-odor production
were confirmed. Nevertheless, they were not perceived by the trained
panelists due to the initial opening and repackaging operation carried
out for the sensory analysis. Taking into account these spoilage
characteristics, and that the use-by date had expired (i.e. 22 and
21 days for batch A and B respectively), the spoilage time was fixed at 33
and 22 days for the batches stored at 5 and 15 °C, respectively.

3.2. Chemical analysis

Trimethylamine (TMA) levels did not exceed 3 mg-N TMA 100 g~ !
until 5 days of storage for both batches stored at 5 and 15 °C (Fig. 1).
Except for batch B stored at 15 °C, the highest production was observed
at the end of the storage period, attaining about 6, 9 and 8 mg-N TMA
100 g~ !, respectively, for batch A stored at 5 and 15 °C, and batch B stored
at 5 °C. The initial TVBN content in both batches was below 15 mg-N
TVBN 100 g~ " until 8 days of storage (Fig. 2). For the remaining period, the
highest production rate was observed in batch A stored at 15 °C,
reaching approximately 60 mg-N TVBN 100 ¢~ ! at the end of the storage
time (i.e. 22 days). TVBN production for the other batch was slower and

Bacteria isolated during this study, with information about their origin from either batch, stored at 5 and 15 °C, and identification based on molecular tests.

Cluster Number of Batch Molecular tests
isolates
A- B- A- B- PCR ITS? PCR  16S rRNA Sequencing
5°C 5°C 15°C 15°C RFLP
No. of sequenced % Identity Significant alignment with type Accession no.
strains (Blastn/NCBI) ~ strain (Blastn/NCBI)®
1 23 4 14 - 5 165°-2357 - 1 97* C. divergens (DSM20623") M58816
2 9 = = 9 = 165%-2357 - 1 98* C. maltaromaticum (DSM 203427) M58825
3 5 1 4 = 1652-2357 - 5 98/98) C. alterfunditum (ACAM 3137)/C. pleistocenium 108623/AF450136
(FTR1T)
98/97» C. pleistocenium (FTR1")/C. alterfunditum 108623/ AF450136
(ACAM 313T)
4 13 = = 7 6 1652-2357  + 4 100/99® V. fluvialis (CCUG 327047)/V. carniphilus Y18098/AY179329
16542357 (ATCC BAA-640")
99/98( V. fluvialis (CCUG 327047)/V. carniphilus Y18098/AY179329
(ATCC BAA-640")
5 13 - 2 - 11 165°-2357 + 5 97/97% V. carniphilus (ATCC BAA-640")/V. fluvialis AY179329/Y18098
165%-2357 (CCUG 32704T)
97/96 (V V. carniphilus (ATCC BAA-640")/V. fluvialis Y18098/AY179329
(CCUG 32704T)
6 3 = - 3 = 1652-2387  + 1 99 E. faecalis. (LMG 7937") AJ301831
1654-2357
7 4 = = 3 1 1652-2357  + 1 99 E. faecium. (DSM 20477") AJ276355
165%-2357
8 1 = = = 1 1652-2357  + 1 99 A. viridans. (ATCC 115637) M58797
165%-2357
9 51 21 9 3 18 = + 3 99 B. thermosphacta (ATCC 11509") M58798
10 15 - - 15 - - - 2 99 @ S. proteamaculans. (DSM 4543T) AJ233434
Total 137 26 29 40 42

*indicates a weak sequence homology percentage due to the presence of unidentified nucleotides (N: A, T, G or C) in the sequence. D, @, ) and ¥ specify the strain number for each

Blastn result.

2 1652-2357, 165*-23S7: PCR amplification of the 165-23S Intergenic Spacer Regions (ISRs), using the primer pairs 165-p2/23S-p7 or 16s-p4/235-p7.

b Abbreviations: C, Carnobacterium; V, Vagococcus; E, Enterococcus; A, Aerococcus; B, Brochothrix; S, Serratia. DSM, Deutsche Sammlung von Microorganismen and Zelkulturen
GmbH, Braunschweig, Germany; ACAM, Australian Collection of Antartic Microorganisms, University of Tasmania, Hobart, Tasmania, Australia; FTR1T (= ATCC BAA-754"), strain type
of C. pleistocenium sp. Nov (Pikuta et al., 2005); CCUG, Culture Collection, University of Géteborg, Sweden; ATCC, American Type Culture Collection, USA; LMG, Laboratorium voor

Microbiologie, Universiteit Gent, Belgium.
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more gradual, with a maximum production of approximately 26 mg-N
TVBN 100 g~ ! for batch B stored at 5 °C and 15 °C after 33 and 22 days of
storage respectively, while batch A stored at 5 °C displayed a value of
approximately 20 mg-N TVBN 100 g~ ! after 33 days of storage.

3.3. Microbiological analysis by culture-dependent methods

Batch A displayed low microbiota development at 5 °C (Fig. 3a) with
TAVC reaching a value of 4 Log cfu g~ ! after 22 days of storage. In the
same period, the LAB and B. thermosphacta counts were below the
enumeration threshold (<3 Log cfu g~ ). After 25 days of storage, the

microbiota increased to reach a value of approximately 5 Log cfu g~ for
TAVC and LAB and 4 Log cfu g~ ! for B. thermosphacta at the end of the
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storage period (i.e. 33 days). The same batch stored at 15 °C (Fig. 3c)
showed a greater microbiota development with a growth for TAVC from
4Logcfug 'atday1to8.5Logcfug 'atday 12. Over the same period,
LAB and B. thermosphacta grew from 3 to 8.5 and 3 to 7 Log cfu g~ !
respectively. Then, their respective count stayed constant until the end
of storage (i.e. 22 days). Batch B at 5 °C (Fig. 3b) presented a slightly
higher microbiota level than the batch A at the same temperature. In
fact, after 15 days of storage, the TAVC reached approximately 6.5 Log cfu
¢~ " while LAB and B. thermosphacta reached 6 Log cfu g~ ' Up to 33 days
of storage, growth was perceptible for TAVC and LAB, which reached
approximately 75 Log cfu g~ ", while B. thermosphacta level stayed
constant. At 15 °C (Fig. 3d), the microbiota increased very quickly with
8 Log cfu g~ ! for TAVC before 5 days of storage and this value stayed

i 2 3 4 5 di d4 d8 di5d19d22 d27 d33
f—pe o == 1 bt f
' - -

[ —

u‘--

,g uQGQ gudz
g..rh LTRSS

1 2 3 4 5 d4 d8 di15 d19 d22
L |
f_. :_; -

,,,."::f”itc

4M“Tﬁ.:~~ﬂ

Fig. 4. TTGE profiles of 16S rDNA gene V3 regions obtained by PCR amplification from total bacterial DNA extraction of both shrimp batches stored at 5 °C {a,b: for batch A and B
respectively) and 15 °C (c,d: batch A and B respectively). Lanes 1 to 5: bacterial reference strain profiles. 1, Serratia liquefaciens (CIP 103238"); 2, Brochothrix thermosphacta (CIP
103251"); 3, Enterococcus faecalis (CIP 103015"); 4, Carnobacterium divergens (CIP 101029"); 5, Carnobacterium maltaromaticum (CIP 103135"). Lanes d1 to d33: shrimp matrix
profiles obtained for each day of analysis. Assignment of bacterial reference strain profiles to PCR-TTGE bands obtained from shrimp matrix: a, B. thermosphacta; b, E. faecalis; c, C.
divergens; d, C. maltaromaticum; e, Serratia liquefaciens; f, g, h and i, unassigned bands with the bacterial reference strain profiles, considered as unknown bands.

76



Chapitre | — partie 1

26 E. Jaffrés et al. / International Journal of Food Microbiology 131 (2009) 20-29

constant during the remaining storage period. The LAB and
B. thermosphacta grew from 3 to 8 Log cfu g~ ! between days 1 and 12

respectively. Then, their respective count stayed constant until 22 days.

3.4. Identification of bacterial isolates

The 137 bacterial isolates obtained from both batches of cooked and
peeled shrimps stored at 5 and 15 °C were divided into three main
groups based on phenotypic tests (Gram reaction, oxidase, catalase).
The biggest was the LAB group with 71 isolates, followed by a group
with 51 isolates identified as belonging to the Listeriaceae family. For
the latter, a complementary phenotypic test was conducted on STAA
agar to check the growth capacity on this selective medium for
B. thermosphacta. For all these 51 isolates, positive growth was
observed after 24 to 48 h, indicating the presumption of B. thermo-
sphacta. The third group of 15 isolates corresponded to the Entero-
bacteriaceae family. Within each group, several molecular tests
enabled a more thorough identification (Table 4). For the LAB group,
the PCR-ITS 16S-p2/23S-p7 displayed three different clusters corre-
sponding to the Carnobacterium genus according to the electrophor-
esis profiles (Rachman et al., 2004) and a fourth sub-group that was
identified, and confirmed by PCR ITS 16s-p4/23S-p7, as being
different from Carnobacterium. For this latter group, the PCR-RFLP
on the 16S rRNA gene revealed 5 different electrophoresis profiles
corresponding to clusters 4 to 8. The 16S rRNA gene sequencing
allowed the bacterial species corresponding to each cluster to be
identified. Cluster 1, the largest, consisted of 23 strains identified as
belonging to C. divergens. Next came cluster 2, constituted by 9
strains belonging to C. maltaromaticum, then cluster 3 with 5 strains
showing a very close identification with C. alterfunditum and C
pleistocenium, for which an identical 16S rDNA sequence identity was
obtained (i.e. 98%). The LAB clusters 4 and 5 contained 13 strains
each, which were identified as belonging to the Vagococcus genus
with a very close identification for V. fluvialis and V. carniphilus.
However, for cluster 5, the weak sequence identity (i.e. 97% and 96%)
indicated a doubtful identification for these two species. The LAB
clusters 6 and 7 were constituted by 3 and 4 strains respectively,
identified as being the E. faecalis and E. faecium species. Cluster 8
consisted of one strain belonging to Aerococcus viridans. The
presumptive B. thermosphacta were gathered in cluster 9 and were
identified by PCR-RFLP and 16S rDNA gene sequencing, confirming

Table 5

Band identification by cloning and sequencing of V3 fragments excised from TTGE profiles.

this species identification. The last cluster contained the Enterobac-
teriaceae strains, which were characterized by the API 20E system and
16S rDNA gene sequencing as Serratia proteamaculans.

3.5. Microbiological analysis by culture-independent methods

TTGE analysis was used to monitor the evolution of the bacterial
ecosystem in both batches of cooked and peeled shrimps stored at 5
and 15 °C. Five bacterial species were chosen as references: Serratia
liquefaciens, B. thermosphacta, E. faecalis, C. divergens, and C. maltar-
omaticum (Fig. 4), depending on the results of the cultural methods.
The TTGE profiles of shrimp samples revealed 9 different major bands
(a to i) among which 5 could be potentially assigned (a to e) by
comparing the band migration position to that of the reference strain
profiles. The four other bands (f to i) were unassigned and were
considered as unknown bands. These assignments were then
confirmed by cloning and sequencing the gel-excised bands as well
as the unknown bands in order to identify the bacterial species to
which they corresponded (Table 5). Batch A stored at 5 °C (Fig. 4a)
revealed a very weak bacterial diversity at the beginning of the
analysis, particularly for day 1, which showed a profile constituted by
only one major unassigned band. The sequencing investigation
identified an uncultured Firmicute (band f). From 4 until 33 days of
storage, several other bands appeared in the profiles with 3 major
bands assigned to and confirmed by sequencing as B. thermosphacta
(band a), E. faecalis (band b) and C. divergens (band c). For the same
batch stored at 15 °C (Fig. 4c), the TTGE profiles showed some
similarities early in storage (i.e. days 4 and 8) with day 33 at 5 °C.
However, after 15 days of storage, band f (uncultured Firmicute) was
absent but 3 other bands were displayed, corresponding to
C. maltaromaticum (band d) and S. liquefaciens (band e). The latter
was finally identified by sequencing as being from the Buttiauxella
genus, with ambiguity about the exact species (Table 5). The third
species was an unassigned band identified by sequencing as being the
E. faecium species (band g). For batch B stored at 5 °C (Fig. 4b), the first
half of the storage period, up to day 15, displayed a similar profile with
4 major bands. Two of them were assigned to and confirmed by
sequencing as C. divergens (band c¢) and C. maltaromaticum (band d).
Two other bands corresponded to Firmicute (band f) and an
unassigned band, which was identified by sequencing as being the
Psychrobacter genus (band h). In the second period of storage, bands

Shrimp sample Band Assigned species® Number of sequenced clones % Identity (Blastn/NCBI) Significant alignment with type strain (Blastn/NCBI)* GenBank accession no.

A5-d4 a B. thermosphacta 3 99
A5-d8 a B. thermosphacta 1 99
A15-d22 b E. faecalis 1 100
A5-d8 c C. divergens 1 98
B5-d1 c C. divergens 1 98
A15-d15 d C maltaromaticum 3 99
A15-d15 @ S. proteamaculans 2 100
100

100

100

A5-d1 f Unassigned band 3 98
A15-d8 g Unassigned band 3 100
A15-d15 g Unassigned band 1 100
B5-d4 h Unassigned band 2 100
100

100

100

99

B5-d22 i Unassigned band 2 100

B. thermosphacta (ATCC 11509") M58798

B. thermosphacta (ATCC 11509") M58798

E. faecalis (ATCC 19433") DQ411814
C. divergens (NCDO 2763") X54270

C. divergens (NCDO 2763") X54270

C. maltaromaticum (DSM 20342") M58825

Buttiauxella noackiae (ATCC 51607") AJ293689
Bt. agrestis (ATCC 33320") AJ293685
Bt. gaviniae (DSM 9393") AJ233403
Bt. ferragutiae (DSM 9390") AJ233402
Uncultured Firmicute AF434138
E. faecium (ATCC 194347) DQ411813
E. faecium (ATCC 194347) DQ411813
Psychrobacter aquimaris (DSM 16329") AY722804
P. okhotskensis (MD17" = NCIMB 139317) AB094794
P. urativorans (DSM 14009™) AJ609555
P. fozii (LMG 21280") AJ430827
P. articus (DSM 17307") CP000082
Citrobacter gillenii (CDC 4693-86" = ATCC 511177) AF025367

@ Abbreviations: B, Brochothrix; E, Enterococcus; C, Carnobacterium; Bt, Buttiauxella; P, Psychrobacter. ATCC, American Type Culture Collection, USA; NCDO National Collection of
Dairy Organisms, currently named NCFB, National Collection of Food Bacteria, Aberdeen, Scotland; DSM, Deutsche Sammlung von Microorganismen and Zelkulturen GmbH,
Braunschweig, Germany; CCUG, Culture Collection, University of Goteborg, Sweden; LMG, Laboratorium voor Microbiologie, Universiteit Gent, Belgium; NCIMFB, National Collection

of Industrial, Marine and Food Bacteria, Aberdeen, Scotland.
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fand h were absent and replaced by band a (B. thermosphacta) and an
unassigned band corresponding to Citrobacter gillenii (band i). At
15 °C, batch B (Fig. 4d) showed a similar profile at day 4 as at day 15 at
5 °C except for the band corresponding to C. gillenii (band i), which
was absent. However, at the end of the storage period (day 19 and day
22), several bands appeared corresponding to E faecalis (band b) and
E. faecium (band g).

4. Discussion

The interest of the polyphasic approach, combining cultural and
non-cultural methods, was to compile as exhaustive an inventory as
possible of the microbial diversity of commercial, cooked, tropical
shrimp samples studied and to identify the bacteria that make up the
spoilage microbiota. However the number of batches is too low to
consider this work as representative of this type of ecosystem. In order
to conform with previous studies that described the use of low and
high storage temperatures to cover a broad range of spoilage bacteria
(Dalgaard and Jorgensen, 2000; Dalgaard et al., 2003), 5 °C was chosen
as the chill temperature and 15 °C as the abuse temperature leading to
the acceleration of the spoilage process. Although the spoilage time
was not perceived clearly by the panelists, the swelling of packets and
the release of a sulfurous off-odor were indications of spoilage. At 5 °C,
these spoilage signs appeared at 27 days of storage for both batches i.e.
at maximum microbiota growth. However, some previous studies
have shown no direct correlation between the total count of bacteria
and the spoilage rate (Huss et al,, 1974; Huis in 't Veld, 1996) and in the
majority of seafood products, sensory rejection begins several days or
weeks after the maximum total count (Truelstrup et al., 1995;
Koutsoumanis and Nychas, 1999; Leroi et al., 2001). This was not the
case for both batches stored at 5 °C, and in particular for batch A,
which showed a restrained level of total count until the end of storage.

The identification of strains collected at the spoilage time shows
the prevalence of two bacterial groups i.e. B. thermosphacta and Car-
nobacterium with notably C. divergens and the closely related C.
alterfunditum/pleistocenium cluster. B. thermosphacta is already known
to be responsible for off-odor production (cheese, rank) in red meat
and cooked ham (Dainty and Mackey, 1992; Vasilopoulos et al., 2007)
and in cold-smoked salmon (blue cheese and butyric acid) (Leroi et al.
1998; Joffraud et al., 2001). C. divergens has been shown to produce
some spoilage compounds, such as the biogenic amine tyramine
(Masson et al., 1996), notably in cold-smoked salmon (Connil et al.,
2002). Nevertheless, we have found no previous studies involving
C. alterfunditum or C. pleistocenium in a seafood spoilage process and
this is the first identification of these species in a food ecosystem. C.
alterfunditum has previously been isolated from anoxic waters in Ace
Lake, Antarctica (Franzmann et al,, 1991) and C. pleistocenium from
permafrost in the Fox Tunnel in Alaska (Pikuta et al.,, 2005). More
recently, some studies have shown that the production of off-odors
(butter, wet-dog) in cooked and peeled MAP nordic shrimps, was
caused by the combined activity of B. thermosphacta and Carnobac-
terium species such as C. maltaromaticum, C. divergens and C. mobile
(Mejlholm et al., 2005; Laursen et al., 2006). Thus, the off-odor
production in both batches stored at 5 °C could be the result of
interactions between B. thermosphacta and C. divergens.

At 15 °C, the spoilage signs were perceptible when the total count
had already reached its maximum at day 12 and day 4 for batch A and B
respectively. The spoilage microbiota of batch A was dominated by a
majority of S. proteamaculans, followed by C. maltaromaticum and the
closely related V. fluvialis/carniphilus cluster 4. It is not surprising to
identify S. proteamaculans, also called S. liquefaciens-like (Grimont et al.,
1982), in the spoilage microbiota. In fact, they have previously been
found to produce specific off-odors/flavors associated with cold-smoked
salmon (Stohr et al.,, 2001; Joffraud et al., 2006). In contrast, this is the
first time that the Vagococcus genus has been found in a spoilage
microbiota. It was established as a separate genus by Collins et al. (1989).
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It was described as having a close phylogenetic relationship with the
genera Enterococcus and Carnobacterium (Wallbanks et al,, 1990) and is
often difficult to differentiate on the basis of conventional phenotypic
characteristics. Shewmaker et al. (2004) have isolated V. camiphilus
species from ground beef and have shown that, on the basis of 16S rDNA,
it has a close relationship with V. fluvialis. The latter has been recovered
from diverse sources, including human clinical specimens such as blood,
peritoneal fluid and wounds (Teixeira et al., 1997), and various domestic
animals such as chickens, pigs, cattle, horses and cats (Pot et al., 1994). A
few species of the Vagococcus genus have been related to an aquatic
environment; V. salmoninarum and V. fluvialis/camiphilus have been
isolated from diseased salmonid fish (Schmidtke and Carson, 1994;
Michel et al., 2007). Other members of the spoilage microbiota of batch A
at 15 °C were E. faecalis and E. faecium. Dalgaard et al. (2003) have already
identified Enterococcus species, notably E. faecalis, in the spoilage
microbiota of cooked and brined nordic shrimps stored at temperatures
higher than 15 °C. The spoilage microbiota of batch B was constituted by
similar bacterial species as batch A with notably B. thermosphacta,
C. divergens, V. fluvialis/camniphilus (cluster 4) and a few Enterococcus.
Moreover, another group of Vagococcus species (cluster 5) were
identified, which showed a weak 16S rDNA identity percentage (97%)
with V. fluvialis and V. carniphilus, whereas the species identification
threshold on the basis of 16S rDNA (over 97% since the beginning of the
1990s) is now established at 98.7% minimum (Stackebrandt and Ebers,
2006). Consequently, we suggest that the strains belonging to cluster 5
could constitute a novel Vagococcus species. Several authors have shown
that the shrimp microbiota composition at the spoilage time depend
on multiple parameters such as temperature, the MAP composition,
the presence or absence of brining treatment and the pH and composition
of the brine. Thus, Mejlholm et al. (2008) had found Pseudomonas
fluorescens, E. faecalis-like, Enterococcus malodoratus, C. maltaromaticum,
coagulase-negative Staphylococcus spp. and Lactobacillus sakei in cooked,
brined nordic shrimp microbiota, stored at 7 °C, with a brine composed
of benzoic, citric and sorbic acid. While a brine consisting of acetic, citric
and lactic acid resulted in a microbiota made up of L. sakei and yeast
exclusively. Mejlholm et al. (2005) have shown that the spoilage
microbiota of cooked peeled nordic shrimps without brining treatment
appears to consist of C. maltaromaticum, B. thermosphacta and Psychro-
bacter spp. However in this present study, it was not possible to
discriminate between the MAP, brine or geographic location effects on
spoilage microbiota of cooked shrimps, as these three parameters were
different between both batches.

The PCR-TTGE technique employed to monitor the microbial
ecosystem of these batches has provided further information on the
composition of the spoilage microbiota, compared to that obtained from
isolate identification alone. In fact, at the spoilage time for batches stored
at 5 °C, TTGE profiles displayed some bands corresponding to bacterial
species that were not identified among isolates. These species were the
uncultured-Firmicute and E. faecalis in batch A and C. maltaromaticum
and C. gillenii in batch B. It was similar for batches stored at 15 °C, with a
band corresponding to E. faecalis and another to C. maltaromaticum in
batch B. Furthermore, this technique enabled a dynamic monitoring of
the microbial diversity during storage because, the moment when a
spoilage organism appeared among the dominant species in the
ecosystem could be determined. For example, for batch B stored at
5 °C, the turnover between Psychrobacter species and B. thermosphacta
could be observed. In contrast, some species were not displayed by TTGE
because they did not correspond to any band in the profiles. This was the
case for V. fluvialis/carniphilus (clusters 4 and 5) and C. alterfunditum/
pleistocenium (cluster 3). To investigate this, a TTGE analysis with
these species and some reference strains of Enterococcus (E. faecalis and
E. faecium) and Carnobacterium (C. divergens and C. maltaromaticum)
was conducted. Thus, V. fluvidlis/carniphilus (clusters 4 and 5) showed a
migration distance identical to E. faecalis and E. faecium respectively and
C. alterfunditum/pleistocenium to C. divergens (data not shown). This
highlights one of the limitations of the TTGE technique: the co-migration
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phenomenon. In fact, in some cases different species have identical
sequences of the target gene, thus making it impossible to distinguish
them. In other cases, species with a different sequence of the target gene
may possess the same melting temperature (Tm) and thus migrate to
the same position (Murray et al., 1996; Ogier et al.,, 2002). Hence, more
discriminating areas are needed to differentiate strains, either in 16S
rDNA regions or in other functional genes (Wawer and Muyzer, 1995;
Vasquez et al.,, 2001). Another limitation of TTGE methods, concerning
the detection limit of bacterial species in a complex ecosystem, has also
been described. Previous studies have shown that species representing
less than 1% of the total community were thought not to be visible in the
TTGE profiles of the microbial community (Muyzer et al., 1993; Ogier
etal,, 2002). Despite this limitation, compared to cultural methods, TTGE
enabled B. thermosphacta to be detected in batch A at 5 °C after 4 days of
storage, whereas its population level was below the enumeration
threshold on STAA agar until 22 days. It is the same observation for
Carnobacterium species (C. divergens, C. maltaromaticum) which were
detected at days 1, 4 and 8 by TTGE in batch B at 5 °C, whereas its
population level was below the enumeration threshold on NAP agar
until 8 days.

In conclusion, this polyphasic study has improved our knowledge
of the spoilage microbiota of tropical cooked shrimps, and comple-
ments previous works devoted to nordic cooked shrimp microbiota.
The PCR-TTGE technique is an excellent tool to distinguish species that
are difficult to separate by culture-dependent methods. This is the first
time that TTGE analysis or another molecular ecology method has
been applied to monitor the dynamics of the bacterial community in
cooked shrimp products. The use of this molecular approach should
therefore allow a more comprehensive and rapid assessment of the
shrimp microbiota, and provide a further insight into the dynamic
evolution of the biodiversity in this ecosystem. To improve this
analytical tool, a reference database of species-specific fingerprints
devoted to shrimp microbiota will be developed in future work.
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Introduction

La premiére partie de ce chapitre, consacré adéte la microflore des crevettes
tropicales décortiquées cuites, a permis de mettrevidence les principaux genres et especes
de bactéries présents au moment de I'altératiouparapproche polyphasique. Les bactéries
lactigues constituaient la population bactérienngjonitaire, dont les principaux genres
étaient Carnobacterium Vagococcuset Enterococcus suivis du groupe deBrochothrix
thermosphactat Serratia liquefaciendike. La technique PCR-TTGE a permis d’'une part de
confirmer ces résultats, et d’autre part d'appodes informations complémentaires sur la
composition de la microflore des crevettes, avdamment la mise en évidence des genres
Citrobacteret d’'unFirmicute non cultivé. Cependant, la technique reste délieamettre en
ceuvre, elle peut s’avérer colteuse en temps, nactamren temps de migration
électrophorétique en condition dénaturante pariegipn d’'un gradient de température. A
titre d’exemple, le temps de migration appliqué @urs de la précédente étude était
d’environ 13 heures. En outre, la PCR-TTGE préseettines limites comme le phénomene
de co-migration, qui peut étre la cause d’une smtisnation de la présence de certains genres
et espéces au sein d’un écosystéeme.

Une nouvelle technique d’empreinte moléculaire athd€bit d’analyse, appelée la
Denaturing High Performance Liquid ChromatograpB¥HPLC), est apparue au milieu des
annéees 1990. Cette technique permet la sépardédNddouble brin en mettant en ceuvre
un principe de chromatographie en phase inversa ebndition dénaturante. Cette méthode a
été initialement mise au point pour étudier le pwyphisme de 'ADN génomique des
cellules eucaryotes (Frueh et Noyer-Weidner, 2068R ensuite démontré son intérét pour
analyser les communautés bactériennes issues des digosystemes (Barlaah al, 2005 ;
Goldenberget al, 2007 ; Ercoliniet al, 2008). La DHPLC présente plusieurs avantages
comparativement aux techniques électrophorétiqieé&E, DGGE, etc.), notamment par sa
rapidité de séparation et d’analyse qui dure env80® minutes. Elle offre également un gain
de temps au niveau de la prise en charge des dretcar elle est équipée d’'un injecteur
automatique. Enfin, elle permet de collecter lass pthromatographiques aprés séparation,
dans des fractions qui peuvent étre reutiliséesr pmguencer les fragments d’ADN
correspondants.

L'objectif de cette étude était de mettre en oedartechnique DHPLC, appliquée a

I'étude des communautés bactériennes présented éers/steme des crevettes décortiquées
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cuites. Dans ce but, nous avons utilisé les édrargid’ADN bactérien correspondant au lot
A de la précédente étude, directement extraitcettes au cours du stockage a 5 et 15 °C,
et déja caractérisés par la PCR-TTGE. L'amplifmatide la région V3 du géne codant
'ARNr 16S a été réalisée, puis les amplicons géné@nt été injectés dans la colonne de la
DHPLC. Ceci nous a ensuite permis de pouvoir coarpgas chromatogrammes obtenus par
la DHPLC pour différents jours du stockage, aveqiefils des gels TTGE correspondants.
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Principaux résultats et discussion

La DHPLC a été utilisée pour suivre I'évolution desnmmunautés bactériennes dans
les crevettes cuites (lot A de la précédente éfumlerours de leur stockage a 5 et 15 °C, au
moyen des profils des pics générés sur les chrgraatones. Ces pics ont été collectés,
clonés puis séquencgés pour les jours 22 et 33 gpmnelant & l'altération des crevettes
stockées a 15 °C et 5 °C, respectivement. Le lait éidentifier les principaux genres et
especes bactériens présents dans la microflor@diaibn des crevettes. La figure 16 présente
les chromatogrammes obtenus pour les jours 1, B3 etu stockage a 5 °C, ainsi que les
profils TTGE correspondants. Les profils des piddPRDC présentent une faible diversité
bactérienne au début du stockage (figure 16a), ameseul pic détecté. A partir du jour 15
(figure 16b), un second pic apparait et finalemamt33™ jour de stockage, 4 pics sont
deétectés (figure 16c). Par comparaison avec leflpde migration obtenus par TTGE, des
analogies sont observées. En effet, une seule lifimiensité majeure est visible aff jour
de stockage. Ensuite, plusieurs bandes apparaiaﬁeﬂlt%mejour, et finalement 4 bandes
d'intensité majeure sont détectées ad™3pur. Pour le stockage & 15 °C (figure 17), les
profils de pics révélent une plus grande divensiiérobienne des le début du stockage (figure
17a), avec 4 pics détectés. Ensuite, le nombrecgeapgmente encore a partir du™%our
(figure 17b) pour atteindre le nombre de 7 a ladfinstockage (figure 17c). Les profils TTGE
correspondant présentent également une diversitéobinenne, avec 4 bandes visibles au
premier jour de stockage. Ensuite, la diversitéeesbre plus importante puisqu’on observe
environ 6 bandes au ¥% et 22™jour de stockage.

Le clonage et le séquencage des pics obtenus esyours 33 et 22, a 5 et 15 °C
respectivement, a permis d’identifier les prinogzalbactéries composant I'écosystéeme
microbien des crevettes au moment de I'altérati@ntraitement des séquences par analyse
BLAST sur NCBI, a permis d’identifier les genre¥agococcus Enterococcus
Carnobacterium Citrobacter et Pseudomonas Plusieurs séquences correspondaient
précisément aux especddrochothrix thermosphactaCarnobacterium maltaromaticum

Enterococcus faecalist Vagococcus carniphilus
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Pics d'injection
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Figure 16 : Chromatogrammes du suivi des communausébactériennes dans le lot A

stocké a 5 °C par la DHPLC, aux jours de stockage (h), 15 (b) et 33 (c)
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Pics d'injection
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Le séquencage des pics a permis également de metéedence des difféerences dans
la composition des communautés bactériennes etidonte la température de stockage. En
effet, pour le stockage & 5 °C au®*¥3jour de stockage, la microflore est constituée de
I'espece Brochothrix thermosphactaet également de plusieurs bactéries non cultivées
(uncultured bacteria) obirmicutes Pour le stockage a 15 °C aLF’?’Zjour, la microflore est
constituée de bactéries lactiques appartenant aaxegVagococcus(Vc. carniphilus et
Vagococcusp.),Carnobacterium(Cb. maltaromaticur et EnterococcugEnterococcusp.).

Le genreCitrobacter est également identifié dont I'espée€e. gillenii/freundii ainsi que
d’autres entérobactéries d@rochothrix thermosphactal’ensemble des identifications
bactériennes obtenues par séquencage des pics Destldonc relativement en accord avec
celles obtenues précédemment par TTGE.

Néanmoins, quelgues limites ont pu étre égalemiesgroées au cours de cette étude.
En effet, nous avons constaté que certaines esptaiesat identifiées sur plusieurs pics élués
a des temps de rétention différents. C’était lera@amment d@rochothrix thermosphacta
qui était identifiée majoritairement sur deux pagstincts. Des résultats analogues ont pu étre
mis en évidence au cours de travaux antérieurséSatur d’autres écosystemes (Goldenberg
et al, 2005 ; Ercoliniet al, 2008). Ce phénomeéne serait en partie attribueé @résence de
plusieurs copies de I'opéron ribosomique, donc éliegcodant I'ARNr 16S, dans le génome
de certaines especes bactériennes. Ce phénomdénpgaétailleurs observable également en
TTGE ouBt. thermosphactgéneérait plusieurs bandes lors de la migrationsdlation pour
s’affranchir de ce phénomene serait de cibler ure g&istant en copie unique dans le génome
des bactéries comme le gapeB (Dahllof et al, 2000 ; Caset al, 2007).

Toutefois, malgré ces limites, la DHPLC s’est réeéétre une technique relativement
prometteuse pour étudier les communautés microbgediun écosysteme complexe comme
la crevette décortiquée cuite. Elle a fourni desultdts analogues a ceux qui avaient été
obtenus par TTGE dans la précédente étude, magsuavéemps d’analyse environ 60 fois
plus rapide que la TTGE. En outre, la DHPLC a perd& mettre en évidence des espéces du

genreVagococcusjui n'avaient pas pu étre identifiées par la TTGE.

L'’ensemble de cette étude fait I'objet d'un progarticle qui est en voie de

soumission dans la revue Food Microbiology, etegtiprésenté dans les pages suivantes.
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ABSTRACT

Seafood products are very sensitive from a mictobioal point of view. Their possible
contamination by bacteria during the manufactunmmgcess could result in spoilage and
reduction of shelf life. In this study, we descriaerecent culture-independent method to
monitor shrimps products microbiota by using denatu high performance liquid
chromatography (DHPLC). This technique enabled #eparation of amplified DNA
fragments (V3 region of the 16S rRNA gene) fromaatbrial DNA directly extracted from
shrimp samples stored at 5 and 15°C for 33 and 88, drespectively. The evolution of
bacterial diversity in the shrimp samples duringrage was evaluated by DHPLC peak
profiles. Fractions collected and sequenced aetlieof the storage revealed the presence of
Brochothrix thermosphactaome uncultured bacteria aRtimicute species for the storage at
5°C. For the samples stored at 15°C, lactic acictdoa belonging to thé&/agococcus
Carnobacteriumand Enterococcusgenera and als&nterobacteriaceaeand Brochothrix
thermosphactapecies were found. All of these results are ooatance with those obtained
by the PCR-TTGE technique on the same samples. stbdy confirms that DHPLC is at
least as effective as TTGE for monitoring bactedalersity in a complex food-related
ecosystem such as shrimps and that DHPLC is a fawechnique to characterize a food

ecosystem rapidly.

Keywords:Cooked shrimpiicrobiota,DHPLC, TTGE, 16S rRNA.
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INTRODUCTION

Monitoring the microbiota of seafood products isesgial because they are generally highly
perishable and their shelf life and sensory charetics depend on the development of
microbial communities (Husst al, 2000). The knowledge of microbial diversity ioofl
ecosystems has significantly increased in the feastyears, notably by the use of molecular
methods. Non-cultural genetic fingerprinting tecjugs, such as single strand conformation
polymorphism (SSCP), denaturing gradient gel edgttoresis (DGGE) and temporal
temperature gradient gel electrophoresis (TTGE)ehaontributed to fill the gap of
microorganisms that were not accessible by cultorathods (Amanret al, 1995; Giraffa
and Neviani, 2001). SSCP has been applied to desize food microbial ecosystems such as
French Salers cheese (Dutheital, 2005; Duthoitet al, 2003) or for the identification of
Gram-negative histamine-producing bacteria isoldredn fish (Takahashet al, 2003).
DGGE has been applied to study the diversity, dyosmand activity of bacterial
communities in several food products (Ercolini, 208uch as Mozzarella (Coppatad al,
2001; Ercoliniet al, 2003; Ercoliniet al, 2001) or in malt whisky fermentation (van Beek
and Priest, 2002). TTGE has been used to studgnitedflora of dairy products (El-Baradei
et al, 2007; Lafarget al, 2004; Ogieet al, 2004; Ogieet al, 2002; Parayret al, 2007) or
seafood products, especially cold-smoked salmoad@nazziet al, 2004; Rachmast al,
2004) or cooked shrimps (Jaffressal, 2008).

In the last decade, a novel high-throughput teamigased on a chromatographic principle
has been developed for screening variations in mendNA. This technique, called
denaturing high performance liquid chromatograpPHiPLC), was described for the first
time by Underhillet al. (1996). DHPLC enables the detection of heteradaplin PCR
products by ion pair reverse phase high performéqu& chromatography on alkylated non-
porous poly(styrene-divinylbenzene) particles unaketially denaturing conditions. The first
applications of this technique consisted in detgctnutations of human DNA (Hubet al,
2001; O'Donovaret al, 1998; Underhillet al, 1997). In addition, the DHPLC technique
proved effective in characterizing the microflofavarious ecosystems, such as the human
intestinal tract (Goldenbergt al, 2005; Goldenber@t al, 2007), urinary tract infections
(Domannet al, 2003) and seawater samples (Barlaaral, 2005) or in improving the
taxonomy of several bacterial groups such asBthallus cereuggroup (Hurtleet al, 2003)
and Yersinia pestifAchtmanet al, 2004) and for the molecular analysis of antiwial

resistance itMycobacterium tuberculosiShiet al, 2006) andsalmonella entericEaveset
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al., 2002). DHPLC has been used more recently inspiatagy to detect protist parasites of
metazoans, particularly in the crustacean blue €famedssoret al, 2008a; Troedssaoet al.,
2008b). Lately, this technique has also been enepldy profile the microbial diversity in
food-related mixed microbial communities, such asural whey cultures for cheese
production, compared to the more traditional PCRAEStechnique (Ercolinet al, 2008).
This study showed that both techniques yielded lammesults concerning the microbial
diversity in whey ecosystems. Nevertheless, theamidge of DHPLC was its rapidity,
notably due to the automatic injection of samplesbeé analyzed. It also avoided time-
consuming in polyacrylamide gel preparation andted@horesis runs.

The purpose of this study was to apply DHPLC onWh&VE® Microbial Analysis System
(Transgenomic Ltd., Omaha, NE, USA) in order torahterize and monitor changes in the
microbial ecosystem of cooked shrimps by separaaingplified 16S rRNA fragments
covering the variable region three (V3). We wenehier interested in comparing DHPLC and
PCR-TTGE for monitoring microbial diversity in costk shrimps. Indeed, the shrimp samples
used in this work had already been described iecant study using a polyphasic approach
that employed both culture-dependent and -indepenaethods, including the PCR-TTGE
technique, on the V3 region of the 16S rRNA geiadfi@set al, 2008).

MATERIAL AND METHODS

Reference bacterial strains

The bacterial strains used in this study, includirgjfferent representative Gram-positive and
Gram-negative bacterial species of seafood prodhictobiota under modified atmosphere
packaging (MAP), selected as references, are listéchble 1.Lactobacillus curvatusand
Carnobacterium straingvere grown at 30°C in De Man, Rogosa and Sharg@3Mmedium
(Biokar, Beauvais, France). The brain heart infus{BHI) medium (Biokar) was used to
cultivate Shewanella putrefaciens Pseudomonas fluoresceng20°C), Brochothrix
thermosphact#25°C) andenterococcus faecali$30°C).
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Table 1: Bacterial reference strains used for this study.

Species Type strafh

Carnobacterium divergens CIP 101029

Carnobacterium maltaromaticumCIP 103135

Pseudomonas fluorescens CIP 69.13
Shewanella putrefaciens CIP 69.29
Enterococcus faecalis CIP 103015
Brochothrix thermosphacta DSM 20171
Lactobacillus curvatus DSM 20019

®Abbreviations: CIP; Collection Institut Pasteur,riBaFrance; DSM, Deutsche Sammlung

von Mikroorganismen and Zellkulturen GmbH, Braungely, Germany.

Shrimp sampling

A batch of tropical, cooked, peeled, brined andngmh MAP shrimps Renaeus vannamei
farming production, South America) from a Frenchdurction plant was studied. Half of the
samples were stored at 5°C and the other half &€ ¥6r 33 and 22 days, respectively.
Several direct bacterial DNA extractions from tieirsp matrix were carried out at days 1,
15 and 33 for the samples stored at 5°C and at4l&ls and 22 for those stored at 15°C.

DNA extraction from reference bacterial strains

Two ml samples of an overnight pure culture weretrideiged at 5000 g for 10 min. The
supernatant was removed and the pellet was resisgém 180 pl of enzymatic lysis solution
(20 mM Tris-HCI, pH 8,0, 2 mM sodium EDTA, 1.2% fm X-100, 20 mg/ml lysozyme)
and incubated at 37°C for 1 h. Proteins were dégeby proteinase K (20 mg/ml) with 200 pl
of AL buffer (DNeasy blood and tissue kit, Qiag€&gurtaboeuf, France) and incubated at
56°C for 30 min. Nucleic acid precipitation was fpemed by addition of 200 pl of ice-cold
absolute ethanol. DNA purification was carried osing the Qiagen DNeasy blood and tissue
kit.
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Direct bacterial DNA extraction from shrimp matrix
Bacterial DNA was directly extracted from each stpi sample as previously described
(Jaffreset al, 2008), with both enzymatic and mechanical Igteps. DNA purification was

carried out using the Qiagen DNeasy blood anddi&su

PCR amplification

The 16S rRNA gene V3 region (194 bp) was amplifigdoerforming two successive PCRs
using the primers V3P2 (5-ATTACCGCGGCTGCTGG-3') darv3P3-GC-Clamp (5'-
CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGLGGGGLGGGGGCACGGGGGGLCTACGGEASG
GCAG-3’) (Parayreet al, 2007). The PCR mixture contained as final cotretions: 800
pnmol/l of deoxynucleotide triphosphate mix (Intarah Montlugon, France), 1x Taq buffer
containing (10 mmol/l Tris—HCI [pH 9.0], 50 mmoKICI, 1.5 mmol/l MgClI2, 0.1% Triton X-
100, 0.2 mg/ml BSA), 2.5 U of Taq DNA polymeraseRMiomedicals, Strasbourg, France),
1 umol/l of each primer, and 10 pl or 1 pl of teatplDNA for the extracts from the shrimp
matrix or from bacterial reference strains, regpetit. PCR amplification was performed in a
PTC-100 Thermocycler (MJ Research Inc., Waterto#y, USA) using the following
protocol: initial denaturation (94°C for 5 min),llfmved by 25 cycles of denaturation (94°C
for 30 s), primer annealing (62°C for 30 s) anceagton (72°C for 1 min). A final extension
at 72°C for 5 min was performed. The second PC8y adlled “reconditioning PCR”, was
carried out to reduce the number of heteroduplexecutes and artifacts in the amplified
fragments formed during the first PCR, as previpuscribed (Goldenberet al, 2007;
Thompsonet al, 2002). Accordingly, 10 pl or 1 ul for the shrimmatrix or from bacterial
reference strains, respectively, was re-amplifredhie same conditions as described above,
for 5 cycles. The size (234 bp with GC-clamp) af ¥i3-PCR products was determined in a
1.5% (w/v) agarose gel (MP Biomedicals).

Separation of amplified V3 16S rRNA fragments by DHPLC

The V3-PCR products were separated by DHPLC on aA®#W® HT cartridge

(Transgenomic). Optimal separation was achievedguai specifically developed gradient
(Table 2) at an oven temperature of 62.2°C andw fate of 0.35 ml/min. The gradient was
formed by Buffer A (Transgenomic) consisting of agueous solution of 0.1 M
triethylammonium acetate (TEAA), pH 7,0 ; and Bufi (Transgenomic) consisting of an
aqueous solution of 0.1 M TEAA, pH 7,0, with 25%etmitrile (v/v). Separated PCR
products were detected and visualized either by \a détector or by an HSX-3500

94



Chapitre | — partie 2

fluorescence detector using instrument-internahstg with optimized HS staining solution |
(Transgenomic). The analysis was accomplished ubmdNavigator™ software version 1.5.4

(Transgenomic).

Table 2: Gradient conditions for the separation of amplifiet6S rRNA V3 fragments by
DHPLC on the WAVEsystem

Gradient Time (min) Buffer A (%) Buffer B (%)
Loading 0 52 48
Start gradient 0.1 45 55
Stop gradient 10.1 39 61
Start clean 11.2 0 100
Stop clean 12.2 0 100
Start equilibrate 11.3 50 50
Stop equilibrate 11.8 50 50

Collection and sequence analysis of separated V3L 6RNA gene fragments

Distinct fractions corresponding to different segtad peaks in the elution profiles were
collected at days 33 (5°C) and 22 (15°C) with thRADfragment collector FCW 200
(Transgenomic). The volume of each fraction vafredh 100 to 20Qul depending upon peak
size and height. Each fraction was used as a téenfdare-amplification for 25 cycles in the
same conditions as described above, then purifighl the MinElute PCR purification Kit
(Qiagen) and finally cloned in the pERTOPJ vector, which was then transformed into
chemically competenEscherichia coliDH5a, using the TOPO TA cloning kit (Invitrogen,
Cergy Pontoise, France). Approximately four clomese selected for each collected fraction
and then plasmid DNA extraction from these clones Wwerformed using a miniprep kit
(Qiaprep, Qiagen). The cloned inserts were sequenceboth strands (Genome Express
Company, Meylan, France). Sequences were assentitecd unique contig with BioEdit
sequence alignment software (Hall, 1999). The gostiquence was then submitted to the
National Center for Biotechnology Information (NCBI Bethesda, USA,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). The computer prograBLUSTAL W (Thompsonet al,
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1994) was used for sequence alignment, and the BLABrogram (Altschuét al., 1997) for
representation of sequence and similarity searchig® GenBank database.

Data analysis

In order to evaluate the quality of the DHPLC pemkfiles, we used for comparison the
TTGE band profiles from the previous study (Jafgeal, 2008), corresponding to days 1, 15
and 33 for the shrimp storage at 5°C and days 4nti5?2 for the samples stored at 15°C.

Results

DHPLC analysis of bacterial reference species
To evaluate the ability of DHPLC to monitor changéthin a seafood microbial ecosystem
such as cooked shrimps, we analyzed the V3 regiglieons from the 7 bacterial reference

strains representing the main bacterial speciesweniered in MAP seafood products.
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Figure 1. DHPLC peak profiles obtained by analysis of V3ioagamplicons from the 16S rDNA gene of seven
bacterial reference strains, detected and viswhlizg fluorescence detector. Carnobacterium divergens
(NCDO 2763T); 2,Carnobacterium maltaromaticunfNCDO 2762T); 3,Pseudomonas fluorescen€IP
69.13T); 4,Shewanella putrefacienCIP 6929T); 5,Enterococcus faecali§CIP 103015T); 6Brochothrix
thermosphactdDSM 20171T); 7Lactobacillus curvatu$DSM 20019T).
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Table 3: Retention times of V3 amplicons from bacterialerehce strains obtained by
DHPLC analysis under optimized conditions

Peak Reference strain Retention
profiles time (min)
2 Cb. maltaromaticum 9,81
3 Pm. fluorescens 9,85
7 Lb. curvatus 10,14
5 Ec. faecalis 10,73
6 Bt. thermosphacta 11,05
1 Cb. divergens 11,80
4 Sw. putrefaciens 12,57

The resulting DHPLC peak profiles revealed thahalgh the peaks were grouped in a short
elution period around 2.76 min, the conditions ewetl (acetonitrile gradient, column
temperature, flow rate and fluorescence detectanevsuitable for separating the bacterial
communities in shrimp microbiota. In fact, eachtbaal species exhibited a distinct profile
consisting of a unique peak and was separated dingoto its characteristic retention time,
ranging from 9.81 to 12.57 min (Fig. 1, Table 3hlyDtwo speciesCb. maltaromaticunand

Pm. fluorescenglisplayed a close retention time of approxima®80 min.

DHPLC for monitoring the shrimp microbiota

DHPLC was used to monitor changes in bacterial camtes in cooked and peeled shrimps
during storage at 5 and 15°C by using the optiroatidions described above. For the storage
at 5°C (Fig 2A), the DHPLC peak profiles showedamipbacterial diversity at the start of
storage with notably only one peak eluted at 8.17 smowing a weak intensity at day 1.
From day 15, a second peak appeared at 11.82 ifirealy, at day 33, approximately four
peaks were eluted at 8.25, 10.53, 11.95 and 12i88By comparison with TTGE profiles,
we observed some analogies in the results, paatlgulonly one major band being
distinguishable at day 1. Then several bands apgearthe profiles to reach approximately 4
bands.
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Fig. 2A.
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Fig. 2B.
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Figure 2. Monitoring of shrimp microbiota by DHPLC during sége at low and high temperatures. Peak
profiles of V3 regions obtained from shrimps stoa¢&°C (Fig. 2A) and 15°C (Fig. 2B). Days of saimgi a, b,
c for days 1, 15 and 33 respectively, and d, er tihys 4, 15 and 22, respectively. The correspondB region
TTGE profile of each bacterial DNA extract is almwn. These profiles come from the previous s{ddjfrés
et al, 2008).
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For the samples stored at 15°C (Fig 2B), the peafil@s revealed a larger microbial
diversity as compared to the storage at 5°C. Istegly, at day 4 (15°C) we observed a
similar peak profile, with regard to the retentiiimes, to that found at the end of storage at
day 33 (5°C), composed by 4 intense peaks elut8&dl&; 10.43, 11.88 and 12.31 min. After
15 days, the microbial diversity increased notitgalSamples showed 7 peaks, which
appeared and stayed constant until the end ofttinage (22 days). Only two peaks remained
during the whole storage period (eluted around@aréd 12.30 min). In parallel, TTGE band
profiles exhibited a similar diversity, particubadt day 4 (15°C), also identical to that of day
33 (5°C), with the same four bands. At day 15, ¢hanges in microbial communities were
also obvious in the TTGE gels with approximatelyathds distinguishable, showing different
migration distances compared to day 4. To identiy bacterial species responsible for the
microbial diversity of the shrimp matrix at the epndl storage for both temperatures, the
separated peaks of the corresponding DHPLC profilee collected into distinct fractions.
These fractions, containing the V3 region of th& YRNA genes, were sequenced after re-
amplification and cloning. A total of 13 peaks wittiferent retention times was collected and
4 individual clones for each fraction were sequen@gg. 3). Peaks 1 to 5 corresponded to
day 33 for storage at 5°C (Fig. 3A). Peaks 6 tedBesponded to day 22 for storage at 15°C
(Fig. 3B), with for the latter a visualization dfe profile by UV detection due to a saturation
of the fluorescence signal, which prevented this@a from being discriminated into distinct
peaks. The result of the sequence analysis for ebmie is presented in Table 4. The
identified bacterial genera wevagococcusEnterococcusCarnobacteriumCitrobacterand
Pseudomonas Some sequences corresponded to the bacterialiesp&ochothrix
thermosphacta Carnobacterium maltaromaticuntnterococcus faecalind Vagococcus
carniphilus Interestingly, some clones carried sequencegrassito theEnterobacteriaceae
family. Finally, several sequences belonged to lined bacteria and unculturédrmicute
The sequencing of peaks indicated differences enbticterial communities according to the
storage temperature. For example, at day 33 (5P€) microbiota mainly consisted of
Brochothrix thermosphactand also some uncultured bacteria Formicute At day 22
(15°C), however, we found some lactic acid bactdéselonging to theVagococcus
Carnobacteriumand Enterococcusgenera and als&nterobacteriaceaeand Brochothrix
thermosphacta
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Figure 3. Collecting DHPLC fractions for bacterial specidentification by sequencing the
V3 region of the 16S rDNA gene. Amplicons eluted different retention times are
represented by individual peaks. Collected V3 foast are marked by numbers. The sample
used for bacterial identification corresponded &y 83 for storage at 5°C with fluorescence
detection (A), and to day 22 for storage at 15°@WwiV detection (B).
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Table 4: Identification of bacteria in collected fractiong bloning and sequencing of V3

fragments.

Sample Peak Clone nt % identity Significant alignment GenBank
storage (Blast/NCBI) (Blastn/NCBI) accession no.
A 1 1 194 100 Brochothrix thermosphactBSMZ 20599 AY543024
5°C 2 193 98 Unculture&irmicute clone P2-1-13 AF434138

3 194 100 Carnobacteriunsp LIV10 DQ778093
4 193 97 Unculture&irmicute clone P2-1-13 AF434138
2 1 194 929 Brochothrix thermosphactBSMZ 20599 AY543024
2 194 99 Pseudomonasp. MY1106 EU082808
3 189 94 Uncultured bacterium clone SS1 B04 12 E8080
4 194 100 Brochothrix thermosphacta DSMZ 20599 AY543024
3 1 189 93 Uncultured bacterium clone N67e 105 EF8861
2 194 100 Brochothrix thermosphactBSMZ 20599 AY543024
3 169 97 Uncultured bacterium clone F2B DQ860037
4 189 93 Uncultured bacterium clone N67e 105 EF8861
4 1 171 95 Halomicronemasp. M5C7 EU024375
2 194 100 Brochothrix thermosphactBSMZ 20599 AY543024
3 194 100 Brochothrix thermosphactBSMZ 20599 AY543024
4 194 98 Brochothrix thermosphactBSMZ 20599 AY543024
5 1 194 100 Brochothrix thermosphactBSMZ 20599 AY543024
2 194 99 Brochothrix thermosphactBSMZ 20599 AY543024
3 194 98 Brochothrix thermosphactBSMZ 20599 AY543024
4 194 100 Brochothrix thermosphactBSMZ 20599 AY543024
B 6 1 194 100 Enterococcusp. MMZ60G EU157915
15°C 2 194 100 Vagococcusp. JIP 18-02 AM490372
3 194 100 Enterococcusp. MMZ60G EU157915
4 194 100 Vagococcus carniphilus AY179329
7 1 194 100 Enterococcus faecalstrain NRIC 0113 AB326602
2 194 98 Vagococcusp. JIP 18-02 AM490372
3 194 96 Carnobacteriursp LIV10 DQ778093
4 194 99 Enterobacteriaceasp. KB2CB-1B EU073808
8 1 194 100 Citrobacter gillenii/freundii EF017944/
AJ852071
2 194 100 Vagococcusp. JIP 18-02 AM490372
3 194 99 Enterococcusp. MMZ60G EU157915
4 194 98 Enterococcusp. MMZ60G EU157915
9 1 194 98 Carnobacterium maltaromaticustrain CECT AJ564738
2 194 99 Vagococcus carniphilus AY179329
194 99 Enterococcusp. MMZ60G EU157915
194 100 Enterobacteriaceasp. KB2CB-1B EU073808
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Table 4 (continued)

Sample Peak Clone nt % identity Significant alignment GenBank
storage (Blast/NCBI) (Blastn/NCBI) accession no.
B 10 1 194 99 Vagococcusp. JIP 18-02 AM490372
15°C 2 194 100 Vagococcusp. JIP 18-02 AM490372
3 194 100 Vagococcusp. JIP 18-02 AM490372
4 194 100 Carnobacteriunsp LIV10 DQ778093
11 1 194 100 Brochothrix thermosphactBSMZ 20599 AY543024
2 194 98 Brochothrix thermosphactBSMZ 20599 AY543024
4 194 99 Brochothrix thermosphactBSMZ 20599 AY543024
3 194 100 Citrobacter gillenii/freundii EF017944/
AJ852071
12 1 194 100 Enterobacteriaceasp. KB2CB-1B EU073808
2 194 100 Enterobacteriaceasp. KB2CB-1B EU073808
3 194 100 Enterobacteriaceasp. KB2CB-1B EU073808
4 194 98 Enterobacteriaceasp. KB2CB-1B EU073808
13 direct 194 98 Enterobacteriaceasp. KB2CB-1B EU073808
DISCUSSION

The main interest in molecular fingerprinting methdo study a microbial food ecosystem is
to avoid culturing bacteria, which can be time-econgg, and to deliver quick results about
the microbiota composition (Giraffa and Nevianip2] In the field of seafood microbiology,
this is highly important particularly for lightlyreserved seafood products because, even after
heat treatment, they can undergo recontaminationeiblyer spoilage bacteria or more
seriously pathogenic bacteria during the productwacess (Valdimarssoet al, 1998;
Zapatka and Bartolomeo, 1973). In this study, DHPLEs used to monitor changes in
microbial communities of cooked shrimps microbiataring storage at low and high
temperatures. First, the discrimination of refeeebacterial strains by separated peaks with
distinct retention times showed the possibility ektending this technique for the
characterization of complex food-related ecosystetdswever, for both specie€b.
maltaromaticumandPm. fluorescengresenting similar retention times, the DNA V8ion
sequencing indicated a poor sequence similaritgpgroximately 72%, but relatively close
melting temperatures (Tm) of 72.92 and 72.80°Cpeesvely. This co-eluting phenomenon
Is equivalent to the co-migration observed sometinme TTGE or DGGE (Murrayet al,
1996; Ogieret al, 2002). Thus, the Tm value is sometimes more@p@te for predicting
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elution time than the nucleotide sequences betvi@enDNA fragments exhibiting similar
length but different nucleotide sequences. Indésel,Tm value depends on the GC domains
of sequences (Lerman and Silverstein, 1987) whrehira/olved in DNA fragment elution
through the DHPLC column. Another variable regidrit@ 16S rRNA gene could therefore
be more suitable for discriminating between the species. Conversely, multiple peaks from
single species were particularly observedBoochothrix thermosphactat 5°C. Indeed some
clones from different peaks, such as peaks 4 anelvBaled a V3 sequence corresponding to
Brochothrix thermosphactaut with a variable identity percentage (fromt88100%) with
the V3 sequence of the reference type strain DSNIZ99. This was also the case for
Enterococcusand Vagococcusat 15°C. Similar results were observed by Goldenle¢ al
(2007) during the monitoring of intestinal microtaoand we observed an identical
phenomenon with the TTGE technique in the preveiudy, which showed several bands for
the reference strain profile &rochothrix thermosphactarhis could partly be explained by
the occurrence in some bacteria of multiple hetemegus copies of the 16S rRNA genes
within the genome (Crosby and Criddle, 2003; Ddhi al, 2000). To avoid this
phenomenon, the use of another housekeeping tgeget such agoB, existing in a single
copy could be envisaged (Caseal, 2007; Dahllofet al, 2000; Giacomazzet al, 2004,
Peixoto et al, 2002). Interestingly, at 15°C only one peak kpé&a) showed clones that
exhibited sequences correspondingBrochothrix thermosphactaHowever, with regard to
the corresponding chromatogram, we observed aweak peak between peaks 11 and 12,
which was not collected and sequenced but which roagrespond toBrochothrix
thermosphactaln the natural microbial ecosystem of shrimp slspDHPLC analysis
produced profiles that described the identity of thacterial species constituting shrimp
microbiota, particularly at the end of storage fwmitie sequencing of fractions. The results are
in accordance with those obtained in the previol&H-based study that described the
microbiota of these samples (Jaffretsal, 2008). IndeedBrochothrix thermosphactand
unculturedFirmicute, the predominant bacteria at 5°C, had already lbeend at the same
storage temperature by PCR-TTGE profiling. At 15%& obtained the same results with
both techniques, which displayed a prevalence dB lidcluding the gener&arnobacterium
and Enterococcus In addition, the speciesBrochothrix thermosphactaand some
Enterobacteriaceaavere found. Moreover, DHPLC highlighted anotherB_Anember, the
Vagococcusgenus, which was not identified by PCR-TTGE but dujture-dependent
methods from isolated bacteria in the previous ysti#kveral of these bacteria, such as

Brochothrix thermosphactandCarnobacteriunspecies, have already been described as part
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of shrimp microbiota (Laursegt al, 2006; Mejlholmet al, 2005).Enterococcuspecies have
also been identified on shrimp products, store2b4€C (Dalgaarekt al, 2003).

In conclusion, DHPLC is a promising novel molecuiaol, which efficiently monitored the
changes in shrimp microbiota through clear chrografohic profiles, thus confirming and
complementing our knowledge about cooked shrimpabiota. Finally, with this study we
have proved that DHPLC and TTGE give similar restdt the characterization of a complex
food-related ecosystem such as the shrimp matuthérmore, DHPLC has the advantage of
providing results in a short time, with a chromaggic run-time of approximately twenty
minutes. DHPLC also has a technical advantage coimgethe separated peaks collected into
distinct fractions, usable for direct sequencingratloning or not, without the intermediate
step of band elution and purification requiredtfie TTGE and DGGE methods.
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Chapitre I

Introduction

Nous avons consacré l€' thapitre des résultats a lidentification des gipaux
genres et espéces de bactéries présentes dansrédloné des crevettes décortiquées cuites,
au moment de leur altération. Parmi elles, certameient déja été décrites comme faisant
partie de la microflore d’altération des produits ld mer ou d’autres matrices alimentaires
comme Brochothrix thermosphactaCarnobacterium maltaromaticumCarnobacterium
divergens Enterococcus faecalist Serratia liquefaciensén revanche dans cette étude, le
genreVagococcus été mis en évidence pour la premiére fois danscosysteme microbien
complexe en lien avec l'altération d’une matridenahtaire.

Le genreVagococcusqui appartient au groupe des bactéries lactigaesté ainsi
décrit en 1989 par Collinst al (1989) afin d’actualiser la taxonomie des bae&ricoques,
Gram positif, de mobilité variable, possédant Igéme du groupe N de Lancefield, et
s'apparentant auwsStreptocoqueset Lactocoques L'étude des séquences du géne codant
I'ARNr 16S a permis de reclasser ces bactéries damsuveau genre, le genvagococcus
phylogénétiguement proche des genkEggerococcuset Carnobacterium Initialement, le
genreVagococcugsomprenait une seule espeve, fluvialis isolée de I'eau de riviére et des
féces de poulets (Collinst al, 1989). Depuis, cette espéece a été identifiée darers
écosystemes comme celui d’'organes d’animaux @atl, 1994) : bovins, chats, chevaux,
porcs et également de divers prélevements humaaiseiraet al, 1997) et plus récemment
de racines dentaires (Al-Ahmad al, 2008). Ensuite, cing nouvelles especes ont &ésm@n
évidence dans ce genre sur la base d'études phgligées et/ou d’hybridations ADN-ADN.
Vagococcus salmoninaruisolée de poissons malades (Wallbaekal, 1990 ; Schmidtke et
Carson, 1994 ; Michedt al, 1997 ; Ruiz-Zarzuelat al, 2005 ; Michelet al, 2007). L’'espéce
Vc. lutraea été uniquement isolée a partir d'organes d'ond (utra lutra) (Lawsonet al,
1999).Vagococcus fesswséte isolée sur deux especes de mammiféres nibliogteset al,
2000).Vagococcus carniphilyslont neuf souches ont été isolées de viande détmehée, a
été décrite par Shewmaket al (2004). Cette espéce a également été isolée uisses
séches (Ammoet al, 2005).

La derniere espéce décrite a ce jounstelongatugjui a été isolée a partir de lisiers
de porcs (Lawsoret al, 2007). Jusqu’a présent, aucune étude n'a impligue des six
especes du genkéagococcuslans I'altération d’'un aliment. D’ailleurs, seMe. carniphilus

a été isolée de matrices carnées, sans pour aétt@anta l'origine de l'altération de ces
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Chapitre I

aliments. En revanche, certaines espéces cowansalmoninarunsont considérées comme
des pathogenes émergents, affectant des poissansof(sdés) élevés en fermes aquacoles,
avec des taux de mortalité pouvant aller jusqu0&o §Michelet al, 1997).

Parmi les souches appartenant au g¥iagococcussolées de la crevette décortiquée
cuite, cing présentaient des caractéristiques pigigoies et moléculaires indiquant qu’elles
correspondaient potentiellement & une nouvelle cespdentifiée au sein de ce genre.
Néanmoins, pour confirmer ces résultats, une étddetaxonomie polyphasique plus
approfondie a été menée sur une souche représentatice groupe (CD276, en mettant en
ceuvre des tests phénotypiques (morphologie cebulaiobilité, profil de fermentation des
sucres, recherche d’activités enzymatiques), unalysen phylogénétique basée sur les
séquences nucléotidiqgues du géne codant 'ARNr a®Si qu'une analyse génotypique
(hybridation ADN-ADN et %G+C).
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Principaux résultats et discussion

Analyse phylogénétique du gene codant '’ARNr 16S
La séquence complete du gene codant 'ARNr 16S (Q(1p&ires de base) de la souche
CD276, a été assemblée avec celles correspondant aégesspactériennes les plus proches

des genre¥agococcu®t Enterococcumbtenues apres analyse BLAST sur la GenBank.

Enterococcus durans CECT411T (AJ420801)
Enterococcus hirae DSM20160T (AJ276356)
L4 Enterococcus mundtii ATCC43186T (AF061013)
Enterococcus faecium DSM20477T (AJ276355)
Enterococcus villorum ATCC 7009137 (AF335596)
] 94 — Enterococcus raffinosus NCIMB 129017 (Y18296)
Enterococcus malodoratus ATCC431977 (AF061012)
95 Enterococcus devriesei LMG 145957 (AJ891167)

99 | Enterococcus pseudoavium ATCC49372T (AF061002)
Enterococcus asini ATCC 7009157 (Y11621)
488|— Enterococcus canintestini LMG 135907 (AJ888906)
Enterococcus phoeniculicola ATCC BAA-412T (AY028437)
60 L Enterococcus casseliflavus NCIMB 114497 (Y18161)

98

Enterococcus cecorum ATCC43198T (AF061009)
Enterococcus sulfureus NCDO 23797 (X55133)
499: Enterococcus italicus LMG 217277 (AJ626902)
Enterococcus faecalis ATCC 194337 (DQ411814)
Enterococcus termitis LMG 88957 (AM039968)
Enterococcus moraviensis CCM 4856" (AF286831)
99| | Enterococcus silesiacus LMG 230857 (AM039966)

91! Enterococcus caccae gc2215-02T (AY943820)
Vagococcus fessus CCUG 417557 (AJ243326)

Enterococcus aquamarinus LMG 166077 (AJ877015)

78
Vagococcus salmoninarum NCFB 277777 (X54272)
- 3| Vagococcus elongatus CCUG 514327 (AF445297)
Vagococcus lutrae CCUG 391877 (Y17152)
54 Vagococcus penaei sp. nov. CD276 T (FJ360897)

08 I: Vagococcus carniphilus ATCC BAA-640T (AY179329)
100 Vagococcus fluvialis CCUG 327047 (Y18098)
0.005

Figure 18 : Arbre phylogénétique non enraciné conatit & partir des séquences du gene

codant 'ARNr 16S, avec la méthode de neighbour-jaing (Kimura 2 parametres)
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Toutes ces séquences ont été ensuite alignéesl@ da logiciel MEGA 4.0., en utilisant le
programme CLUSTAL. A partir de cet alignement, whra phylogénétique non enraciné a
éte construit (figure 18) avec la méthode de neighipining appliquée aux distances a 2
parametres de Kimura (Gascuel, 1997). La fiabitieé la topologie a été évaluée par la
méthode des bootstraps en réalisant 1000 réplicats.

L’analyse topologique de cet arbre phylogénétiqoe @nraciné montrait un assemblage des
séquences du gene codant 'ARNr 16S en deux graupesphylétiques, I'un correspondant
aux especes du genrEnterococcs et l'autre aux espéces du genwagococcus
L’appartenance de la souche CD2#8 genré/agococcus été confirmée, car sa séquence
s’intégrait parfaitement au sein de ce groupe. éapart, elle constituait une branche bien
distincte dans le groupe d&agococcusavec un nceud de branchement commun avec les

especes les plus prochegagococcus fluvialiet Vagococcus carniphilus

Hybridation ADN-ADN

L’hybridation ADN-ADN est la technique de référenqei permet de confirmer ou non
I'identification d’'une nouvelle espéce bactérien@elle-ci a été réalisée en utilisant les
souches de référence des deux especes les plubeprodéterminées par l'analyse
phylogénétique précédente, sbit. fluvialis et Vc. carniphilus.Cette analyse a permis de
déterminer le pourcentage d’homologie de I’ADN gaéigue total, entre la souche CD2 %8

les souches de référence We. fluvialis et Vc. carniphilus qui était de 18 % et 14 %,
respectivement. Ces valeurs étant bien inférieaireslle du seuil de 70 %, recommandé pour
attester que deux souches font partie de la méperedactérienne, elles confirment donc

que CD276 constitue une nouvelle espéce au sein du gémgecoccus

Description de la nouvelle especéagococcus penaeip. nov.

En concertation avec les regles de nomenclaturepdssaryotes, le nom d¥agococcus
penaeia été choisi pour désigner cette nouvelle espameagide Penaeuscorrespondant a
I'espéce de crevetteenaeus vannameiou la souche décrite dans cette étude a étéesol
Cette bactérie est de forme sphérique (coque), Qasiiif, catalase et oxydase négative, de
0.5 a 1 um de diamétre, se présentant seule, paspmau en courtes chaines. Elle est non
mobile, aéro-anaérobie facultative et ne produit g spore. Elle forme des colonies rondes,
petites, lisses, de couleur blanche, de diametp@rur a 1 mm. Elle ne produit pas
d’hémolysine lorsqu’elle est cultivée sur gélosdu@tbia supplémentée de 5 % de sang de

cheval. Elle métabolise le glucose en produisantatiéde lactigue mais pas de gaz. Cette
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espéece est capable de croitre a 10 °C mais pas’@.4Hle ne croit pas non plus en milieu
liquide contenant 6,5 % de NaCl. L'utilisation dalayie APl ID32S a permis de détecter la
production d’acide par cette souche a partir du &tese, D-mélézitose, D-raffinose, D-
ribose, D-saccharose, D-tréhalose, declclodextrine. En revanche, elle ne produit pas
d’acide a partir du L-arabinose, D-arabitol, D-tes&t, D-mannitol, D-melibiose, D-sorbitol,
D-tagatose, glycogene, methyl-BD-glucopyranosidepudtulane. La galerie APl ZYM a
permis de détecter une activité pour les enzymesarsies : phosphatase acide, arginine
dihydrolase, glycyl-tryptophane arylamidase, naph#&S-Bl-phosphohydrolase et
pyroglutamic acid arylamidase. Une faible activitéété détectée pour la (3-glucosidase,
'estérase (C4) et l'estérase lipase (C8). Aucumévigé n'a été détectée pourad
chymotrypsine, B-glucosidase, @i-fucosidase, b-galactosidase, d-mannosidase, la R3-
galactosidase, If-glucosidase, la [3-glucuronidase, la 3-mannosidadanyl-phénylalanyl-
proline-arylamidase, la phosphatase alcaline, $tirey arylamidase, la leucine arylamidase, la
lipase (C14), la N-acetyl-R-glucosaminidase, lgpdiye, I'uréase et la valine arylamidase.
Vagococcus penaai’hydrolyse pas I'hippurate et ne réduit pas lgate. Par contre elle
produit de I'acétoine (test de Voges-Proskauerh gaurcentage G+C de I'ADN est de 35,4
mol%.

Enfin, cette souche n'a pas manifesté d'activité-laactérienne testée sur boite de Petri
contreBrochothrix thermosphactd’'une des principales bactéries d’'altération aerevette,

et contreListeria monocytogenepathogene important des produits de la mer. tastx
présentés dans le chapitre Il suivant ont montré gette souche ne manifestait pas de

potentiel d’'altération sur matrice crevette.
L’ensemble de cette étude fait I'objet d’'une pudtion soumise dans la revue

International Journal of Systematic and Evolutigndicrobiology, qui est présentée dans les

pages suivantes.
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Chapitre I

ABSTRACT

A polyphasic taxonomic study, using phenotypic phgllogenetic characterization as well as
genetic methods, was performed on an unknown Gasitige, catalase-negative, coccus-
shaped bacterium isolated from the spoilage miotabof cooked shrimp. Comparative 16S
rRNA gene sequence analysis of the representatiigen CD276T indicated that this strain
belonged to the genwgagococcusand that it formed a new branch distinct from e
species already recognize¥c( fluvialis Vc. salmoninarumVc. lutrag Vc. fessusVc.
carniphilus and Vc. elongatups This result was confirmed by using biochemiesdts and
molecular genetic analysis, notably DNA-DNA reasston experiments with the two
phylogenetically closest neighbou¥4;. fluvialisandVc. carniphilus The whole of this study
attested that CD276T (LMG 24833T = CIP 109914T)yesepnts the type strain of a novel

species, for which the nanvagococcus penasp. nov. is proposed.
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INTRODUCTION

The bacterial genug¥agococcusvas proposed twenty years ago by Colksal (1989) in
order to improve the taxonomy of Gram-positive atage-negative, motile, coccus-shaped
bacteria that were close to the Lactococci in teohseacting with Lancefield group N
antisera, but phylogenetically distant. Phylogenetiudies have shown that the closest
relatives ofVagococcusare the gener&nterococcusand Carnobacterium(Wallbankset al,
1990). To date, th¥agococcugenus is made up of six species. The first desdrikasVc.
fluvialis, isolated from chicken faeces and sea water (lHastbiet al, 1974) and from
various internal organs of domestic animals suchigs, cattle, cats and horses (otal,
1994).Vagococcus fluvialistrains have also been isolated from human clis&aples such
as blood, peritoneal fluid and wounds (Teixadtaal, 1997) and, more recently, from a root-
filled tooth with periradicular lesions (Al-Ahmaet al, 2008).Vagococcus salmoninarum
was recognized as the second species of the ggrivaltbankset al. (1990). It was isolated
from diseased fish such as Atlantic salmon, rainlama brown trout (Micheét al, 2007,
Ruiz-Zarzueleet al, 2005; Schmidtke and Carson, 1994; Wallbaatkal., 1990). Two further
species were subsequently found in several mararammals and allotted to the genus. These
wereVc. lutrae(Lawsonet al, 1999) andvc. fessugHoyleset al, 2000) isolated from the
common otter (Lutra lutra) and from a seal and tarlporpoise, respectively. In the last few
years, two more species have been isolatéd carniphilusfrom ground beef (Shewmaker

al., 2004) and/c. elongatugrom a swine manure storage pit (Lawsdral, 2007). Recently,
we have isolated five strains &agococcudike bacteria from the microbiota of spoiled
cooked shrimps (Jaffrest al, 2008). In this present work, we describe theypuhsic
taxonomic study of one representative strain, CO278om the group of five. The
phenotypic and phylogenetic evidence is presentedupport the description of a novel
species of theVagococcusgenus, for which the nam&agococcus penaesp. nov. is
proposed.

MATERIAL AND METHODS

Strain isolation and culture condition
The five strains were collected from a batch of kamh peeled, brined, drained shrimps
(Penaeus vannameharvested in the Pacific Ocean) and packagedadifirad atmosphere,

which were considered as spoiled by a trained paxgkrienced in the sensory evaluation of
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seafood. All details of the sensory and microbiaal monitoring, strain collection and
purification can be found in the previous studyf¢éa et al., 2008).

phylogenetic analysis of 16S rRNA gene

The phylogenetic position of the five strains watedmined by complete 16S rRNA gene
sequence analysis. Genomic DNA extraction and ipatibn were carried out using the
Qiagen DNeasy blood and tissue kit (Qiagen, S.Aur@boeuf, France). The 16S rRNA
gene amplification, purification and sequencing evgerformed as described previously
(Valchevaet al, 2006). A sequence analysis using the BioEditerge alignment software
(Hall, 1999), revealed that the five strains présgra 100% sequence similarity in their 16S-
rRNA gene. The sequence of the strain CD276T (nanotis stretches of 1550 bp) was
deposited in the GenBank/EMBL/DDBJ database, utiteeaccession number FJ360897. The
CD276T 16S rRNA gene sequence was combined witketlad the most closely related
species oVagococcusaand Enterococcusfrom the GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
and from the ribosomal database project (RDP, U8#y,//rdp.cme.msu.edu/) (Cokt al,
2003). These sequences were aligned with CLUSTAIMEBEGA software, V4.0., and a
neighbour-joining phylogenetic unrooted-tree wasated (Tamurat al, 2007) (Fig 1). The
percentages of replicate trees in which the aswutimxa clustered together in the bootstrap
test (1000 replicates) are shown next to the bes¢Relsenstein, 1985). The tree is drawn to
scale, with branch lengths in the same units asetlud the evolutionary distances used to
infer the phylogenetic tree. The latter were coradutising Kimura’s 2-parameter method
(Gascuel, 1997; Kimura, 1980) and are in the upiitthe number of base substitutions per
site. All positions containing gaps and missingadaere eliminated from the dataset. The
topology analysis of the unrooted-tree showed thgggenetic clustering d¥agococcusand
Enterococcussequences into two distinct monophyletic grougse €lose association of the
strain CD276T with members of the gerMiagococcusvas confirmed, and the clustering
together occurred with a bootstrap value of 99%aiStCD276T formed a distinct branch
based on this comparative 16S rRNA gene sequeratgsawith a common branching node
(bootstrap value of 98%) witklc. carniphilusandVc. fluvialis which presented 97.5% and
97.3% sequence similarity, respectively, after @igaed matrix by CLUSTAL W. For the
other Vagococcustype strains, the realigned matrix showed 96.26,995.1 and 94.2%
sequence similarity withvc. lutrag Vc. elongatus Vc. salmoninarumand Vc. fessus
respectively. The whole of these phylogenetic tesuhdicated that CD276T was

phylogenetically distinct from the siagococcuspecies already recognized.
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Enterococcus durans CECT4117 (AJ420801)
Enterococcus hirae DSM20160T (AJ276356)
” Enterococcus mundtii ATCC43186" (AF061013)
Enterococcus faecium DSM20477T (AJ276355)
Enterococcus villorum ATCC 7009137 (AF335596)
] 94 — Enterococcus raffinosus NCIMB 129017 (Y18296)
Enterococcus malodoratus ATCC431977 (AF061012)
95 Enterococcus devriesei LMG 145957 (AJ891167)

99 | Enterococcus pseudoavium ATCC49372T (AF061002)
Enterococcus asini ATCC 7009157 (Y11621)
488‘— Enterococcus canintestini LMG 135907 (AJ888906)
Enterococcus phoeniculicola ATCC BAA-412T (AY028437)
60 L Enterococcus casseliflavus NCIMB 114497 (Y18161)

98

81

Enterococcus aquamarinus LMG 166077 (AJ877015)
*L Enterococcus cecorum ATCC43198T (AF061009)

Enterococcus sulfureus NCDO 23797 (X55133)
499: Enterococcus italicus LMG 217277 (AJ626902)
Enterococcus faecalis ATCC 194337 (DQ411814)
Enterococcus termitis LMG 88957 (AM039968)

Enterococcus moraviensis CCM 48567 (AF286831)

99 L{ Enterococcus silesiacus LMG 230857 (AM039966)
91 | Enterococcus caccae gc2215-02T (AY943820)

97

78 Vagococcus fessus CCUG 417557 (AJ243326)
Vagococcus salmoninarum NCFB 277777 (X54272)
58 Vagococcus elongatus CCUG 514327 (AF445297)
% _| Vagococcus lutrae CCUG 391877 (Y17152)
54 Vagococcus penaei sp. nov. CD276 T (FJ360897)

08 I: Vagococcus carniphilus ATCC BAA-640T (AY179329)
100 Vagococcus fluvialis CCUG 327047 (Y18098)

0.005

Fig. 1. Phylogenetic unrooted-tree based on 16S rRNA gegeence analysis, showing the
relationships of/agococcus penasp. nov. strain CD276with the othelagococcuspecies
and some selecteBnterococcusspecies. The tree was constructed using the neighbo
joining method, with Kimura’s 2-parameter, on 14f&p-free sites. Horizontal branch lengths
are proportional to evolutionary distance. Boofstvalues, expressed as a percentage of 1000

replicates, appear next to the corresponding bragatode.
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Phenotypical characterization

The strain isolate CD278vas characterized phenotypically using conventibimchemical
tests. All phenotypical tests were performed atC38Xcept for temperature growth tests at 10
and 45°C. Strain CD276vas analyzed for colony appearance and, by usiagephontrast
microscopy, for cell morphology and motility. Matyl was also examined in mannitol nitrate
mobility medium (MNM, BioRad) inoculated by stabgithe centre of the tube. Growth was
studied in BHI broth with 0.1% dextrose and bronesot purple indicator, incubated at
various temperatures (10 and 45°C) or supplemewidd NaCl (6.5%) to determine the
resistance to NaCl. Haemolysis was assessed innm®aduAgar supplemented with 5%
defibrinated horse blood (BioRad, Marne-la-Coquefteance) with 5-10% CO Gas
production from glucose was examined in Man Rog8sarp medium (MRS, Biokar
Diagnostic) using Durham tubes and sealed by mabetoleum jelly. The cells strain
CD276 recovered from the spoilage microbiota of tropicaloked shrimp Renaeus
vannamei consisted of Gram-positive, catalase-negativeces-shaped bacteria (0.5 to 1um
in diameter), non-motile by microscopic observatamad MNM medium, occurring singly, in
pairs or in a short chain, elongated in the dicgctf the chain. It produced small, smooth and
white colonies (0.5 to 1 mm in diameter) on BHI ragh 30°C. Facultatively anaerobic, it
produced lactic acid but not gas from glucose. Jugar fermentation patterns and enzymatic
activities were characterized by using the API Rafib32S and APl ZYM systems,
respectively, according to the manufacturer's uwsions (API-BioMerieux, Craponne,
France). All tests for biochemical characterizatizere carried out at least in duplicate. Strain
CD276 was the second most reactive compared tovémgococcusspecies already known
with 13 positive reactions and 3 weak positive tieas, behindvc. lutraewith 18 positive
reactions and 5 weak positive reactions. Howear feactions were positive for CDZ76
exclusively and not for any oth&fagococcusspecies. These were the acidification of D-
melezitose and D-raffinose, the enzymatic activity arginine dihydrolase and acetoin
production (Voges Proskauer). Furthermore, acid wwasduced from several other
carbohydrates, such as D-maltose, D-ribose, D-saosh, D-trehalose and cyclodextrin,
and activity was displayed for acid phosphatasgytryptophan arylamidase, naphthol-AS-
Bl-phosphohydrolase, and pyroglutamic acid arylasédas well as a weak activity for 3-
glucosidase, esterase (C4) and esterase lipase Ta&)detailed biochemical characteristics

of the strain CD276are presented in the description of this novetigseand in Table 1.
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Table 1. Phenotypic characteristics Whgococcus penasp. nov. strain CD276and closely

relatedVagococcuspecies.

CHARACTERISTIC 1 2 3 4 5 6 7
Acid from:
D-maltose + - + + - -
D-melezitose + - - - - - -
D-raffinose + - - - - - -
D-ribose + + - + + - .
D-saccharose + + - - + - -
D-sorbitol - +W - - + - -
D-trehalose + + + + + - -
methyl-BD-glucopyranoside - - - + + - -
a cyclodextrin + + - + + - -
Enzymatic activity :

a-chymotrypsin - +W + - + + R
a-glucosidase - +W - - + - -
a-galactosidase - - - - + - +
R-glucosidase +" + +V - + - ny
3-mannosidase - +W - - + - -
Acid phosphatase + + + - + - -
Alkaline phosphatase - +Y +W +V +W - "y
Arginine dihydrolase + - - - - - -
Esterase (C4) +" + +W - +W W +W
Esterase lipase (C8) +% + 4 - + W 4w
Glycyl-tryptophan arylamidase + + + + + + +
Leucine arylamidase - - + + + + .
Naphthol-AS-BI- + + - - 4 +W -
phosphohydrolase
Pyroglutamic acid arylamidase + +V + + + + -
Acetoin production (Voges + - - - - - -
Proskauer)

+, positive reaction; -, negative reactiorf,, weak positive reaction. Strains: \agococcus
penaeisp. nov. strain CD2786 2, Vc. fluvialis CCUG 32704 ; 3, Vc. salmoninarunCCUG
33394 : 4,Vc. cariphilusCCUG 46823 ; 5, Vc. lutraeCCUG 39187 ; 6, Vc. fessu€CUG
41755 ; 7, Vc. elongatusCCUG 51432. Data for reference strains were taken from the
CCUG database (http://www.ccug.se).
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DNA G+C content and DNA-DNA hybridisation

For the determination of G+C content, genomic DN&swprepared according to Gevetsl
(2001). The DNA G+C contents were determined iplitate by using high performance
liquid chromatography (Mesbadt al, 1989). The DNA G+C content of the strain CD276T
was 35.4 mol%. This value is within the range (3846 mol%) obtained by compiling the
G+C content of the six other recognized speciegagfococcus

DNA-DNA hybridizations were carried out by the BB MG Bacteria Collection
(University of Gent, Belgium) with a genomic DNAgmared according to a modification of
the procedure of Geveet al (2001). They were performed at 35°C using therfimetric
method in duplicate, according to a modificationtled method described by (Eza#i al,
1989). The two most closely related strains, basedhe previous 16S rRNA sequence
analysis Yc. fluvialis and Vc. carniphilu3, were included in the tests. Table 2 shows the
values of DNA-DNA relatedness obtained. The DNA lbtygy percentages reported are the
means of 2 hybridizations. Thus, DNA-DNA hybridinst experiments confirmed the
grouping found with the phylogenetic data, with DIDANA reassociation values of 14 and
18% withVc. carniphilusandVec. fluvialis respectively. These values are below the threshol
of 70% suggested for species delineation (Stackeb& Goebel, 1994; Waynet al, 1987),
indicating that the strain CD276T represents arsé@g@genomic species.

Table 2. DNA relatedness betweeNagococcus penaesp. nov. strain CD276 and

phylogenetically closely relateagococcusspecies (values are means of 2 minimum

hybridizations).
% DNA homology
Species Vc. penaei Vc. carniphilus Vc. fluvialis
CD276 CIP 108561 LMG 9664
Vc. penaeiCD276 100% / /
Vc. carniphilusCIP 108561 14+ 2)% 100% /
Ve. fluvialisLMG 9664 (18+2)% (23£ 0)% 100%
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Description of Vagococcus penaeip. nov.

Vagococcus penadpe.na'e.i. N.L. gen. menaej of Penaeus pertaining to the spoilage
microbiota of cooked shrimpenaeus vannamdrom which the first described strain of this
species was isolated).

Cells are Gram-positive, coccus-shaped, 0.5 to linudmameter, occurring singly, in pairs or
in a short chain, elongated in the direction of ¢hain. Cells are non-motile and non-spore
forming, facultatively anaerobic and catalase axidase-negative. Small, smooth and white
colonies, up to 1 mm in diameter, are formed byscehen grown on BHI agar at 30°C.
When grown on Columbia agar supplemented with S5%bideated horse blood, cells do not
produce haemolysis or pigment. Lactic acid butgast is produced from glucose metabolism.
The strain is able to grow at 10°C but no growtldesected at 45°C, nor in broth containing
6.5% NaCl. Using API systems, acid is produced fidymaltose, D-melezitose, D-raffinose,
D-ribose, D-saccharose, D-trehalose andyclodextrin. Acid is not produced from L-
arabinose, D-arabitol, D-lactose, D-mannitol, D4ilmeke, D-sorbitol, D-tagatose, glycogen,
methyl-RBD-glucopyranoside and pullulan. Acid phatpke, arginine dihydrolase, glycyl-
tryptophan arylamidase, naphthol-AS-Bl-phosphohigd® and pyroglutamic  acid
arylamidase activity is detected. Weak activitdésected for 3-glucosidase, esterase (C4) and
esterase lipase (C8). No activity is detectedafochymotrypsin,a-glucosidaseg-fucosidase,
a-galactosidase, a-mannosidase, R-galactosidas@-glucosidase, [-glucuronidase, R-
mannosidase, alanyl-phenylalanyl-proline-arylamédasalkaline phosphatase, cystine
arylamidase, leucine arylamidase, lipase (C14)cébyé3-glucosaminidase, trypsin, urease
and valine arylamidase. Hippurate is not hydrolysedrate is not reduced. Acetoin is
produced (Voges-Proskauer). The DNA G+C contenB3s4 mol%. The type strain is
CD276 (= LMG 24833T = CIP 109914T), which was isolatednf the spoilage microbiota

of cooked shrim’enaeus vannamei
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Introduction

Aprés avoir mis en évidence les principaux gentespeces de bactéries en lien avec
I'altération des crevettes décortiquées cuitegenabjectif était de déterminer quelles étaient
les especes directement impliquées dans l'apparile mauvaises odeurs ou dans la
production de métabolites, caractéristiques dugssues d’altération organoleptique. En effet,
plusieurs de ces especes ont déja été décrites ea@tant impliguées dans l'altération des
produits de la mer ou d’autres matrices alimergaiRar exemple, une précédente étude a
montré queBrochothrix thermosphactanoculée sur du saumon fumé emballé sous vidd, ét
responsable de la production de composés volatitare le 2-hexanone ou le 2-heptanone
qui sont impliqgués dans l'apparition de I'odeursnfiage-bleu (Joffrauet al, 2001). De
méme, cette espéce a €également été mise en causskagparition d’odeurs fortes de beurre,
aigres et d’'odeurs nauséabondes, quand elle émiulée sur des crevettes nordiques
décortiquées cuites, emballées sous atmospherefié@odCes odeurs étaient liées a la
production de 2,3-butanedione, de 3-méthyl-1-butanale 3-méthyl-1-butanol (Mejlholret
al., 2005 ; Laursert al, 2006).Serratia liquefaciengst également considérée comme l'une
des bactéries les plus altérantes du saumon fuarésag production de triméthylamine
(TMA), liée a I'apparition des odeurs d’urine etadimoniac caractéristiques des poissons
pourris.

Cette étude a donc consisté a évaluer le potedtadtération de six espéces
bactériennes Brochothrix thermosphacta Serratia liquefacierdike, Carnobacterium
maltaromaticum Carnobacterium  divergens Carnobacterium  alterfunditusike,
Vagococcus penasp. nov.) isolées au cours de la précédente ¢waitechapitre I). Dans ce
but, nous avons inoculé individuellement ces bagésur des échantillons de crevettes
décortiquées cuites emballées sous atmosphére iéeodif conservées a 8°C. Pour chacune
de ces espéces testées, l'inoculum était condditu® mélange de cing souches permettant
ainsi d'atténuer « |'effet souche », précédemmeirit par Joffraucet al. (2006) et Stohet
al. (2001). Ces auteurs ont en effet mis en évidaqoe des souches appartenant a une méme
espece pouvaient présenter entre-elles un poteatititération variable quand elles étaient
inoculées individuellement. Un suivi d’analyse seiele des crevettes inoculées, par un jury
constitué de 11 juges entrainés et expérimentés|damluation des produits de la mer, a été
réalisé deux fois par semaine pendant 27 joursdLar I'activité altérante des especes testées

a éeté jugée suffisamment élevée, les composésisadat eté analysés par micro-extraction
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en phase solide (Solid Phase Micro Extraction, SPEtEpar chromatographie en phase

gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS)
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Principaux résultats et discussion

Au cours de chaque séance d'analyse sensoriediitérition des échantillons de
crevettes inoculées a été évaluée a l'aide de dastripteurs d’odeurs (Riz/crustace, lait-
bouilli, serpilliére, aigre/fermenté, amine/urirfepmage/pieds, choux/gaz/ail), établis selon
une procédure décrite par Matamosisal. (2009), dont chaque juge devait noter l'intensite.
Egalement, a la fin de chague séance, les jugesaiafdvse prononcer sur le niveau
d’altération des échantillons, en les classant dar@sdes quatre catégories suivantes : non-
altére, Iégérement altéré, modérément altére ttnfmnt altéré.

Parmi les six especes bactériennes testées, érgisns révélées étre les plus altérantes
a savoir : Bt. thermosphactaSt. liquefaciendike et Cb. maltaromaticum En effet, les
échantillons de crevettes inoculées avec ces égpsces ont été les seuls a étre classés dans
la catégorie fortement altéré par au moins 50 % jdges. Néanmoins, ces especes
présentaient des évolutions différentes dans lewfil pet leur activité d’altération.
Brochothrix thermosphactatteignait dés le®@®jour de stockage le niveau fortement altéré
avec l'apparition d’'odeurs de type fromage/piedigte/fermenté, suivi au i'@ejour deSt.
liquefaciendike qui présentait des odeurs de type chouxdailine/urine et serpilliere. Enfin,
Cb. maltaromaticumatteignait ce niveau de forte altération ai™gour de stockage, en
présentant des odeurs proches de celles émise8tpahermosphactgfromage/pied et
aigre/fermenté) mais moins prononcées. Toutefasy @b. maltaromaticumune odeur de
beurre, qui ne faisait pas partie de la liste descdpteurs sélectionnés, a été
systématiquement suggérée par les juges jusqufan ldu stockage. Les échantillons de
crevettes inoculées avec les trois autres espamgiscomme les échantillons témoins non
inoculés, sont restés classés dans les catégariesltérés et légéerement altérés pdfar
penaeiet Cb. alterfunditurdike, voire modérément altérés pdtiv. divergens

Vagococcus penaeet Carnobacterium alterfunditusike ont exprimé des odeurs
riz/crustacée, caractéristiques des produits dadanon altérés, jusqu’a la fin du stockage
avec également une légére odeur de beurre Youmpenaei Carnobacterium divergena
exprimé quant a elle une odeur de lait bouilli aggalement a partir du i’?fjour des odeurs
fromage/pied et aigre/fermenté mais beaucoup mpinsoncées que celles exprimées par
Cb. maltaromaticunet Bt. thermosphacta

La plupart de ces odeurs caractéristiques ont pogine la production et la libération
par les bactéries de composés chimiques volatidsishvons donc analysé par SPME/GC-

MS la fraction volatile des échantillons de cresgtinoculées avec les trois espéeces les plus
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altérantes, afin de rechercher des relations égraolécules produites et les profils d’'odeurs
attribuées a chacune de ces espéces. Parmi I'elesedeb composés produits pBt.
thermosphactacertains sont déja connus pour étre responsabbeleurs caractéristiques
comme le 2,3-heptanedione qui est associé aux @deufromage et de beurre (Fenaroli,
2001), le 3-méthyl-1-butanal avec I'odeur de m#ar(et et al, 2006), le 2,3-butanedione
avec une odeur de beurre (Prestal, 2004 ; Senger-Emonnet al, 2006) ou encore le 2-
méthyl-1-butanal avec une odeur forte de brilé &@rilet al, 2002). Le profil sensoriel de
St. liguefaciendike a pu étre expliqué par sa capacité a prodiir@,3-butanedione et de la
triméthylamine, déja connue pour étre responsabke atleurs d’ammoniac et de poisson
pourri (Jgrgensent al, 2001 ; Gram et Dalgaard, 2002), ainsi que dedtate d’éthyle et du
2-butanol associés aux odeurs de solvant et de, cepectivement (Jgrgensstral, 2001).
Enfin, Cb. maltaromaticumproduisait du 3-methyl-1-butanal, du 2-methyl-1amal, du 2,3-
butanedione et de 'acétate d’éthyle, pouvant exeli les odeurs rencontrées sur les crevettes
inoculées avec cette espece. Cependant, elle miipait pas de 2,3-heptanedione qui est
associé a I'odeur de fromage (Fenaroli, 2001). @lesire donc le fait qu'une odeur n’est pas
systématiquement due a une seule molécule, mais rpsulter de l'association et de la
combinaison de plusieurs composés volatils (Olafsdet al, 2000 ; Jgrgensest al, 2001).
L’ensemble de cette étude a contribué a amélioter econnaissances en ce qui
concerne les mécanismes d’altération des crewatitss. Elle a permis de mettre en évidence
les trois espéces bactériennes les plus actives l@digération organoleptique de ce type de
produit : Bt. thermosphactaSt. liqguefaciendike et Cb. maltaromaticumCes bactéries ont
métabolisé notamment des composés volatils issulfféeentes voies cataboliques comme
celles des acides aminés avec le 3-méthyl-1-butanadé 2-methyl-1-butanal, du glycogéne
avec le 2,3-butanedione ou le 2,3-heptanedionderlaentation des sucres avec l'acétate
d’éthyle ou encore la respiration anaérobie a dioe de la réduction de l'oxyde de
triméthylamine (OTMA) en triméthylamine. Tous ce&sMposEs peuvent ensuite générer seuls

ou en combinaison des mauvaises odeurs caraigastie l'altération.

L’ensemble de cette étude fait I'objet d’un praj&rticle en préparation pour la revue

Food Research International, et est présentéelespsges suivantes.
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ABSTRACT

Off-odours and flavours associated with the seafgpdilage are the consequences of
bacterial activity. This study evaluated the spmlapotential of six bacterial species
(Brochothrix thermosphactaSerratia liquefaciendike, Carnobacterium maltaromaticum
Carnobacterium divergengarnobacterium alterfunditurike and Vagococcus penaeip.
nov.) isolated from cooked and peeled tropicalrsps. Five different strains for each species
group were inoculated into cooked and peeled slwjmpckaged in modified atmosphere
(MAP : 50% N-50% CQ) and stored for 27 days at 8°C. Microbial growthvaell as
chemical and sensory changes were monitored, tavieeek, during the storage period. A
trained panel performed sensory profiles on eadtebal group and evaluated the level of
spoilage according 4 classes (NS = non spoiled=L®&jhtly spoiled, MS = moderately
spoiled, SS = strongly spoiled). A corresponderaetofial analysis on spoilage classes
showed that the bacteria mainly involved in shrimppoilage were Brochothrix
thermosphactaSerratia liquefacierdike and Carnobacterium maltaromaticumvhose main
characteristics of odours, described on a princqguahponent analysis, were cheese-sour,
cabbage-amine and cheese-sour-butter, respectivéien spoilage potential of bacterial
groups was clearly observed by panellist, the ueldtaction of the inoculated shrimps
samples was analysed by solid phase micro-extraqi8°ME) and gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC-MS). This devitaved that the characteristics odours
were probably induced by the volatile compoundsdpation such as 3-methyl-1-butanal,

2,3-butanedione, 2-methyl-1-butanal, 2,3-heptamedar trimethylamine.

Keywords : Shrimp, bacteria, spoilage potential, sensoghyais, SPME/GC-MS analysis.
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INTRODUCTION

Shrimps are of economic importance worldwide, patérly in Europe which is the world’s
main importer of shrimp (FAO-Globefish/JosupeitD2R The most important part of shrimps
purchased by French consumers, concerns the chitiddcooked shrimps (OFIMER, 2006).
However, this foodstuff is considered as very desesto the microbial spoilage. Indeed, after
the heat treatment in the preparation process, thayundergo bacterial recontaminations
from the processing equipment and environment éenpitoduction plant (Bagge-Raet al.,
2003 ; Husst al, 2000). These bacteria can growth very quicklyrenshrimp matrix where
the conditions are ideal for growth, with a neupll, a high water activity (Aw) and a high
content of low molecular weight compounds suchres &mino-acids and nucleotides (Gram
and Huss, 1996). Few of them, named the specifidagge organisms (SSO), can present a
metabolism resulting in the formation of aminesx{gthylamine), sulfides, alcohols, ketones,
aldehydes and organic acids (Gram and Dalgaard®, 2@amet al, 2002). These chemical
compounds give rise to the unpleasant and unaddepddf flavours/odours associated with
the sensory spoilage phenomenon and result fimalyy decrease of shelf-life. In a previous
study, Jaffrest al (2008) have highlighted the main bacterial gerard species related to
the spoilage microbiota of cooked and peeled tadpghrimps, packaged in modified
atmosphere (MAP). The lactic acid bacteria, withe thmain represented genera
Carnobacterium Vagococcusand Enterococcuswere found to dominate the microbiota of
studied shrimps, followed byrochothrix thermosphactand Serratia liquefaciendike.
Several of these bacteria were already involvatienoff-odours production, characteristics of
the spoiled seafood products. Inde8dyratia liquefaciensvas found to be one of the most
spoiling micro-organisms in cold smoked salmonf(aof et al., 2006 ; Stohet al, 2001),
which produced trimethylamine (related to the urioerdled milk or vinegar off-odours),
dimethylsulphide and thiobarbituric acid (sulphuloars related to garlic, cabbage or mud).
Brochothrix thermosphactaas also found to be responsible for the prodoatiothe volatile
compounds, 2-hexanone and 2-heptanone, which werensto be related with the formation
of sour, blue-cheese and pungent off-odours in soidked salmon (Joffrawet al, 2001). In
chilled and MAP cooked peeled nordic shrimpg, thermosphactavas also shown to
produce 2,3-butanedione (diacetyl), 3-methyl-1-bata3-methyl-1-butanol (Laursest al,
2006 ; Mejlholmet al, 2005). These compounds seemed to be respoirsithie formation of
strong butter, buttermilk-like, sour and nausedf®dours. ForCarnobacteriumspecies, the

spoilage potential is not clearly established iafeed products. Several previous studies on
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the spoilage of cold smoked salmon, have shownttieinoculation ofCb. divergensand
Cb. maltaromaticumproduced either no off-odours or a very weak biike odours,
possibly resulting from the formation of 2,3-butdiome and 2,3-pentanedione, which was
not considered as a spoilage off-odour by a trapeatkel (Joffraucet al, 2001 ; Leroiet al,
1998 ; Stohret al, 2001). Furthermore, Laursen al (2006) have shown that the spoilage
potential ofCarnobacteriumspecies was species and strain dependent ondchitieé MAP
cooked peeled nordic shrimps. Some strain€lof divergenandCb. maltaromaticunwere
able to cause off-odours such as chlorine, chepmaalty, nutty, sour and nauseous, probably
generated by the production of ammonia, tyramiaeious alcohols, aldehydes, and ketones.
Conversely, others strains @b. maltaromaticumwere unable to produce these spoilage
compounds and were not involved in shrimps spoildgglholm et al. (2005) have shown
that Cb. maltaromaticummand Bt. thermosphactan co-culture on chilled and MAP cooked
peeled nordic shrimps, produced a particular wet-aff-flavour, which was not identified
when the two species were studied separately. ddmnsbined activity of these two species
was confirmed by Laursest al (2006), who have shown that the wet dog off-flavdid not
result from a new metabolite production by the atitze, but may result from the interaction
between metabolites formed by the two species. Wihele of these previous works shows
that the spoilage potential of SSO depends ondh&® of food matrix, where they have been
isolated from. The identification of the bactemsponsible for the spoilage in cooked shrimp
is important to allow a better understanding of irechanisms involved in spoilage, and of
any changes in the product after the heat treatmientour knowledge, only the bacteria
isolated from the cooked nordic shrimps were stlidigough their spoilage characteristics.
The purpose of this present study was to investitja spoilage potential of several bacteria,
belonging to different taxonomic groups, previousglated from tropical cooked shrimps
(Jaffréset al, 2008). Spoilage potential of these bacteria assessed by monitoring their
sensory profile, and by investigating the volafiaction released by bacteria from spoiled,
cooked tropical shrimps.

MATERIAL AND METHODS

Bacterial strains
All strains tested in this study, selected from ¢b#ection of the laboratory, were previously
isolated from cooked and peeled tropical shrimp®idP (Jaffréset al, 2008) and were

maintained as frozen stocks at -80°C in a cryoptotemedium containing glycerol. These
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strains belonged to the taxonomic groups: thermosphactaCh. maltaromaticumCb.
divergens Cb. alterfunditurdike, Vc. penaeisp nov. andst. liquefaciendike. Each group
was represented by five strains (Table 1).

Table 1. Bacterial groups (reference numbers in IFREMERectibn) inoculated on cooked

and peeled tropical shrimps, by mixing strainsures.

Bacterial species Inoculated strain mixture La.lbel o
mixture
Brochothrix thermosphacta CD 251, CD 290, CD 340, CD 266, CD 274 Bro
Serratia liquefaciens-like CD 249, CD 297, CD 298, CD 301, CD 302 SlI
Carnobacterium maltaromaticum  CD 253, CD 256, CD 257, CD 263, CD 300 Cm
Carnobacterium divergens CD 362, CD 314, CD 379, CD 320,CD 361 Cd
Carnobacterium alterfunditum-like CD 332, CD 344, CD 345, CD 347, CD 348 Ca
Vagococcus penaei sp. nov. CD 276, CD 279, CD 285, CD 310, CD 380 Vp

Strains culture, samples inoculation and packaging

Tropical shrimps sampled€naeus vannameused in this study were prepared in semi-
industrial conditions at the experimental pilotfaod processing of the high institute in food
science and technology (ENITIAA) Nantes, Frances $hrimps (size 112 to 132 shrimps per
kg) were farmed, caught, peeled and frozen in Cblamand supplied in the frozen state to
the pilot, and kept at -20°C until the start of #weperiments. Shrimps were cooked in a
boiling and salted water bath (30g NaC) luntil a core temperature around +80°C was
achieved. Shrimps were then drained and rapidlyedoby storage into a cooling room (-
20°C) until a core temperature around +2°C washe@dcThe cooked shrimps samples were
kept at +2°C into a chilled room, until the inodida process. Strains were pre-cultured
individually in brain heart infusion broth (BHI) (f2o Laboratories, Detroit, MI, USA), and
cultured in the same conditions until an absorbastenated concentration level of
approximately 1®cells ml-1 was achieved. The cultures of fiveisgdelonging to the same
species were pooled into a sterile vial and mixdte mixture was thousand-fold diluted in
sterile peptone water (0.85% NaCl and 0.1% peptanedprder to achieve an inoculation
concentration of approximately 30" cells g'. The inoculation and packaging process were
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carried out in a white-room of the experimentabpiEach strain mixture was inoculated on a
batch of approximately 4,5 kg of cooked and peedadmps (around 20ml of diluted
mixture/kg) under a laminar flow hood, by spraylmgth faces with an airbrush coupled with
compressor and equipped with sterile needle (D&lbates, France). A control was prepared
by spraying sterile peptone water on cooked andegeshrimps, instead of strains mixture.
Each batch of inoculated shrimps were divided dadqal into several plastic packets (around
190 g portions) as well as for shrimps control, pagkaged in modified atmosphere (50%
CO, and 50% M) using a Multivac T 200 machine (Hagenmduller, Veagchwenden,
Germany) and low gas permeability film like LDPBW density polyethylene). All batches
of inoculated shrimps and control were stored &t &t several weeks and twice a week, two
series of analysis were carried out including sensthemical and microbiological analysis,
until the sensory rejection was achieved. The uekatcompounds produced by inoculated
bacteria were then detected and analysed by sbbdepmicro-extraction (SPME) and gas
chromatography coupled to a mass spectrometry myf@&C-MS). Each analysis was also

realized in the same conditions for shrimps control

Enumeration of inoculated strains

A 30-g portion of shrimp samples was asepticallygived into 120 ml of sterile physiological
saline solution (0.85% NaCl) with 0.1% peptone istarile plastic bag and blended with a
stomacher 400 (Seward Medical, London, UK) for &.niihe homogenized analysis solution
was kept at room temperature for 30 min for baategsuscitation. Several appropriate 10-
fold dilutions of the analysis solution were cadri@ut in sterile physiological saline solution
and 0.1 ml of each was spread on a plate. Thewwitp media were used to enumerate the
inoculated strains: plate count agar (PCA, Biokacubated aerobically for 3-5 days at 25°C
for Bt. thermosphactand St. liquefaciensand Elliker broth (Biokar) with 1.5% of agar,
placed in anaerobic jars with Anaerocult A (Merck) 20°C for 5 days forCh.

maltaromaticumandVagococcus penasp. nov.

Chemical analysis

The flesh remaining in the bags opened for microlgical analysis was homogenized in a
Waring Blender (New Hartford, CO, USA). Total Valat Basic Nitrogen (TVBN) and
Trimethylamine (TMA) were measured in duplicate thg Conway microdiffusion method
(Conway and Byrne, 1933). The pH value was measuwréde ten-fold-diluted flesh with a
pH meter (Mettler Delta, AES, Combourg, France).
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Sensory analysis

Eleven trained panellists, experienced in seaf@way evaluation, carried out the sensory
analysis of shrimp samples, according to a congeatiprofile (QDA) (1ISO13299, 2003).
For shrimp odours evaluation, the list of descriptestablished according the procedure
described by Matamorct al(2009) was tested in preliminary sessions, wheyghfrcooked
and peeled tropical shrimp, stored at +4°C werduated each week, during six weeks.

These sessions allowed to select only eight reted@scriptors (table 2) .

Table 2. List of sensory spoilage descriptors selectedttier shrimps samples analysis and

corresponding label used in Fig. 5.

Descriptor of odour label
Global intensity of odour oint
Rice/crustacean rice
Milky boiled milk
Floor cloth fclo
Sour/fermented sour
Amine/urine amin
Cheesel/feet chee
Cabbage/gas/garlic cabb

Sensory sessions were performed in individualrigdtioboths (ISO 8589, 1989) equipped with
a computerized system using Fizz 2.30C softwareosjBitemes, Couternon, France).
Panellists were required to score each descriptoaro unstructured scale anchored by the
term low intensity (0) and high intensity (10). Vheceived seven samples (4 shrimps per
sample), six inoculated and one control. Produ@sevassigned 3 digit numbers, randomized
and served simultaneously to the panellists, dfteour in a oven at 18°C. At the end of the
evaluation, panellists identified the level of dpge of each sample: NS, non spoiled; LS,
lightly spoiled; MS, moderately spoiled and SSpistyly spoiled. The frequencies obtained
for each class on the whole panellists were recbfdeeach bacterial group, at each analysis
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day. The products were considered to be in thelspmiphase when at least 50% of the
assessors classified them at the SS level.

Data treatment

Summary statistics (mean, standard deviation, minimmaximum), analysis of variance and

Duncan's multiple range test were performed ustatp&phics Plus Centurion XV.I software

(Sigma Plus, Paris, France). The significant dte#iklevel was set at p < 0.05. Principal

component analysis (PCA) with standardization warsopmed on the means of the scores for
each sensory descriptor. For levels of spoilage (M5 MS, SS) frequencies were treated by
a correspondence factorial analysis (CFA). Mulist& data processing was performed with
Uniwin Plus 6.1 software (Sigma Plus).

Analysis of volatile compounds

Volatile compounds produced by inoculated bacterge analysed using a device of gas
chromatography coupled with mass spectrometry,r adtesolid-phase micro extraction
(SPME). SPME is a single-step solvent-free extomctiechnique for volatile compounds
extraction, with a high sensitivity (Arthur and Hesa&yn, 1990). To date, SPME has been
used for analysis of volatile compounds in differrodstuff (Dufloset al., 2006 ; Risticevic
et al, 2008) and various biological and inorganic matsr(Nicolleet al, 2008 ; Pawliszyn,
1997). In brief, a 4-g portion of shrimp sample wasighed into a 20 ml vial with a
polypropylene screw-on cap and a PTFE/siliconeusedSupelco, Bellefonte, PA, USA) to
make airtight. The vial was heated at 40°C for 50 to allow volatiles evaporation from the
sample. The SPME fiber, 8an carboxen/polydimethylsiloxane Stable FlexTM (Sapg
was inserted through the septum and exposed ingadspace of vial for 25 min, to allow the
volatile compounds absorption to SPME fiber. Thé&Hiber was then introduced into the
injector port of an Agilent gas chromatograph mo@& 7890A, with flame ionization
detector (Agilent technologies, Santa Clara, USAdider to desorb the volatile compounds
to the capillary column at 280°C for 5 min. The IS system was equipped with an
autosampler MPS 2 (Gerstel, Milheim, Germany), r@rolatographic column Agilent J&W
DB-5ms (30m length ~ 0.25mm internal diameter “p@bfilm thickness), and a mass
selective detector 5975 C VL (Agilent). The desdrlm®mponents were then subjected to
GC-MS analysis. Helium was used as carrier gas wiftow of 1.3 ml/min and the oven
temperature was programmed as follows: 40°C forib, ihen ramped at 3°C min-1 to
140°C, then ramped at 6°C min-1 to 280°C, held rdurb min. Molecules of volatile

compounds were detected by FID and mass selecatectdr. The detector operated in a

144



Chapitre 111

mass range between 33 and 300 with a scan ratesafr®s/s. Identification of volatile
compounds was carried out by using a MS databbs®#i system (Wiley 6, Hewlett-
Packard). Data were reported as log (peak areafggedch compound detected as described
previously by Laursenet al. (2006). The detection limit was 400 000 area unit

corresponding to 5.0 log(peak area/q).
RESULTS

Bacterial kinetics

Fig 1A and B, show the growth pattern of the siKedent bacterial groups, inoculated on
cooked and peeled tropical shrimps, during storagker MAP at 8°C for 27 days. Most of
the cultures were inoculated in a range J£10 cfu g*, except forCb. maltaromaticunand
Vc. penaeiinoculated at 010* cfu g*. The control was under the enumeration threshold
(10% cfu g*) until 20 days of storage, then an increase ofvtiravas detected with around®10
cfu g* at the end of storage. All bacterial groups gresll wn the cooked shrimp matrix, they
reached their maximum levels after 1-2 weeks afag® with a final counts ranging between
1¢® and 18 cfu g*. According to the inoculation rates, the growthrves pattern were
different and two sets of bacterial groups can kstinguished. A first set, includin@b.
divergens St. liquefaciendike, Cb. alterfunditurdike and Bt. thermosphactaincreased
rapidly during the first week and reached their mmam of growth after six days of storage.
The growth of the second set, includi@p. maltaromaticumand VVc. penaeiwhich were
inoculated at a lower level, was delayed and tleaghed their maximum of growth after 12

days of storage.

Chemical changes

Most of the bacterial groups produced a signifieanbunt of TVBN compared to the control,
which did not exceed 20 mg-N 108gFig. 2A, B). The highest producers we@b.
divergens Cb. maltaromaticunandVc. penaeiwhich reached a maximum production rate of
TVBN ranging between 80 and 90 mg-N 108 glowever,Cb. divergensxhibited a better
yield than both others, because it reached the maxi of production since nine days of
storage, whereas in the same period, the TVBN mtomtu for Cb. maltaromaticunandVc.
penaeidid not exceed 15 mg-N 100'gand they reached their maximum of productionrafte

20 days of storage. The three others bacterialpgr@xhibited a lower and more graduate
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production of TVBN during storage, which reached 6@ and 42 mg-N 1007gat the end of
storage foICh. alterfunditurrlike, Bt. thermosphactand St. liquefaciensike.

Log (cfug '1)

3 -
2 -
1 ! ‘ ! ‘ ‘
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Fig. 1. Growth of bacterial groups on chilled and MAP cedlpeeled tropical shrimps during storage at 8°C. A
(o): Carnobacterium divergeng+) : Carnobacterium alterfunditurtike, (O) : Serratia liquefaciendike, (m) :
Brochothrix thermosphactd : (A) : Carnobacterium maltaromaticun(x) : Vagococcus penasp. nov., ¢) :

Control. The symbol #” indicates that counts were below the enumeratioeshold (18 cfu g?).
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Fig. 2. Total volatile base nitrogen (TVBN) production (#tNg100 g') of bacterial groups
inoculated on chilled and MAP cooked peeled trdmtaimps during storage at 8°C. Ai)(
Carnobacterium divergens(+) : Carnobacterium alterfunditushke, (O) : Serratia
liquefaciendike, (m) : Brochothrix thermosphacta B : (A) : Carnobacterium
maltaromaticum(x) : Vagococcus penasp. nov.(¢) : Control.

TMA production (Fig. 3) was very low for all badtdrgroups or even inexistent during all
the storage period faCb. alterfunditurdike, Cb. maltaromaticunandVc. penaeidata not

shown) as well as for the control. Among the baategroups which exhibited a very low
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TMA production, onlySt. liquefaciendike showed an increase of the amount of TMA duirin

storage, but it did not exceed 10 mg-N 100 g

mg-N 100g *

N\ T T Q 1
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

Storage time (days)

Fig 3. Trimethylamine (TMA) production (mg-N 100"y of bacterial groups inoculated on
chilled and MAP cooked peeled tropical shrimps nigistorage at 8°C.af: Carnobacterium

divergens (O) : Serratia liquefaciendike, (m) : Brochothrix thermosphactd0) : Control.

Sensory characteristics of inoculated shrimps

Correspondence factorial analysis (CFA) performedhte frequencies of the four levels of
spoilage, indicated the spoilage potential of ebahbterial groups (Fig. 4). The first two
principal components allowed to restore around @%be total information. The first axis,
which restored 63% of the total information, allalvéhe separation of strongly-spoiled
samples (right part of the Fig. 4) from non-spoikaimples (left part of the Fig. 4). Non-
spoiled (upper part) and lightly-spoiled (lower pdout also strongly-spoiled (upper part) and
moderately-spoiled (lower part) were discriminatad the second axis (28% of the total
information). Control samples after 20 days of agjgr was located in the area of non-spoiled

samples. Several sensory evolution patterns wesereed according to the strains. Indeed,
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only three bacterial groups were located in strgisgoiled areaBt. thermosphactaSt.
liquefaciendike andCb. maltaromaticumThese three bacteria were considered as the most
spoiling micro-organisms with different evolution their spoilage activityBrochothrix
thermosphactareached the strongly spoiled level since 9 daysstofage (63% of the
panellists), followed byst. liquefaciendike since 13 days (around 50% of the panellisid a
confirmed at day 27 by 90%) ar@@b maltaromaticunsince 16 days (50% of the panellists
and confirmed at day 27 by 75%). Other bacterialigs were mainly classified in the non
and lightly spoiled level\(c. penaeandCb. alterfunditurdike) or moderately spoiled level
(Chb. divergeny until the end of storage period and were comsil@s non spoiling or very

weakly spoiling micro-organisms.
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Fig. 4. Simultaneous representation of samples and sgoiéagls of inoculated MAP shrimps samples stoted a
8°C on plane 1-2 of correspondence factorial aialy€FA). NS: non-spoiled; LS: lightly spoiled; MS:
moderately spoiled; SS: strongly spoiled. Samplenenclature: C, control samples (non inoculated)p, Br
Brochothrix thermosphacta Sl, Serratia liquefaciendike; Cm, Carnobacterium maltaromaticumCd,
Carnobacterium divergensCa, Carnobacterium alterfunditudike; Vp, Vagococcus penaeNumber express
duration of storage (in days).
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The Principal component analysis (PCA) (Fig. 5)fganed on the mean scores of profiling
tests presents the main odours characteristic &mh esample. This figure shows the
simultaneous projection of samples and sensoryrigésis on the first 1-2 plane. The first
axis (56% of the information) is mainly charactedzby descriptors such as rice/crustacean
on one side, and sour/fermented, cheese/feet, Igloibansity of odour, amine/urine,
cabbage/gas/garlic and floor cloth on the othee.sldhis component can be considered as an
axis of spoilage, as it divides odours typical reishly processed brined and cooked shrimps
on the left side and spoiling off-odours on thehtigide. Milky-boiled odours on the upper
part of the graph mainly defined the second compbri5% of the information). The
characteristic odour of the non spoiled controtiay 2 is rice/crustacean. After 27 days the
control kept the same odour. The samples inoculatéd Bt. thermosphactaand St.
liquefaciendike strains, kept the rice/crustacean non-spodddur until day 2. Then, they
exhibited mainly cheese/feet and sour/fermentegadiurs forBt. thermosphactafrom day

9 until the end of storage, with a tinge of milkyded odour for day 27 and fost.
liquefaciendike, cabbage/gas/garlic, amine/urine and floottcloff-odours, from day 6 until
the end of storage. At the day 9, samples inoadllati¢th Cb maltaromaticunstrains were
similar to the control with rice/crustacean nonikggbodour. From day 13 until the end, they
exhibited the same odour characteristics tl&tn thermosphactabut less pronounced
(cheesel/feet, sour/fermented and milky-boiled difurs). Interestingly for these samples, a
sensory descriptor of butter odour, which was nmsented in the selected list, was
systematically suggested by panellists until the einstorage. Since day 6, samples v@tn
divergensstrains exhibited milky-boiled off-odours and thénom day 13 until the end, they
revealed sour/fermented and cheese/feet off-oddurs less pronounced tharCb.
maltaromaticumand Bt. thermosphactaThe others inoculated shrimps samples, With
penaeiandCb. alterfunditurdike strains, kept the rice/crustacean non-spadédur until the
end of storage. Nevertheless, samples Withpenaestrains exhibited the same butter odour
at day 13 and 16 tha@b. maltaromaticumWhole odours characteristic of bacterial groups

are summarized in Table 3.
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Fig. 5. Simultaneous representation of inoculated shrisgmples and odour descriptors on

plane 1-2 of principal component analysis. Sammmenclature: C, control samples (non

inoculated); Bro, Brochothrix thermosphacta Sl,

Serratia liquefaciensike; Cm,

Carnobacterium maltaromaticumCd, Carnobacterium divergensCa, Carnobacterium

alterfunditumlike; Vp, Vagococcus penaeNumber express duration of storage (in days) and

labels for sensory descriptors are defined in Table

Table 3. Conditions and odours assigned by a 11 membersl pansamples of cooked

shrimps inoculated with bacterial groups duringdays of storage at 8°C. Bacterial groups

are classified in a decreasing order of spoilagergml.

Bacterial group Condition Sensory characteristics
Brochothrix thermosphacta Spoiled cheesel/feet and sour/fermented
Serratia liqguefaciendike Spoiled cabbage/gas/garlic and amine/urine
Carnobacterium maltaromaticum Spoiled cheese/feet, sour/fermented and butter
Carnobacterium divergens Weakly spoiled sour/fermented and cheese/feet
Carnobacterium alterfunditurtike Non spoiled rice/crustacean
Vagococcus penasp. nov Non Spoiled rice/crustacean and butter (day 13, 16)
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Volatile compounds

Only bacterial groups which were considered as rntwest spoiling micro-organisms (i.e.
Brochothrix thermosphact&erratia liguefacierdike andCarnobacterium maltaromaticum
were included into the volatile compounds rese&glSPME/GC-MS analysis. This device
allowed to detect and identify approximately fitgmpounds for each bacterial groups and

control. However, we have kept only the thirty malstindant compounds (Table 4).

Table 4. Volatile compounds identified in inoculated, codkend peeled tropical shrimp in
MAP, after inoculation with bacterial strains grewgnd storage at 8°C

Volatile compound Non inoculated Bt. St. Cb.
(control) thermosphacta liquefaciens maltaromaticum
alcohols
2-methyl-1-butanol <5.0 6.7+ 0.04 5.5+ 0.06 6.6+ 0.03
3-methyl-1-butanol <5.0 5.2+ 0.14 <5.0 5.0+ 0.03
1-propanol <5.0 5.5+ 0.07 6.4+ 0.15 <5.0
1-penten-3-ol 5.9+ 0.03 <5.0 5.0+0.13 5.8+ 0.07
Cis-2-pentenol 5.1+0.12 <5.0 <5.0 <5.0
2-methyl-1-propanol <5.0 6.3+ 0.12 <5.0 <5.0
2-hexanol <5.0 5.8+ 0.04 <5.0 <5.0
2-butanol <5.0 <5.0 6.0+ 0.3 <5.0
cyclopentanol <5.0 <5.0 <5.0 5.8+ 0.01
aldehydes
Ethanal (acetaldehyde) <5.0 6.3+ 0.02 6.4t 0.02 6.2+ 0.02
3-methyl-1-butanal <5.0 7.4+ 0.06 <5.0 7.5+ 0.01
2-methyl-1-butanal <5.0 6.9+0.18 <5.0 7.0+ 0.04
pentanal <5.0 5.6+ 0.53 5.2¢0.22 <5.0
2-methyl-1-propanal <5.0 6.3+0.13 <5.0 6.3+ 0.06
ketones
2.3-butanedione <5.0 7.1+ 0.07 6.8+ 0.06 6.2+ 0.18
2-propanone 6.0+ 0.04 6.0+ 0.04 6.1+ 0.03 6.1+ 0.02
3-pentanone 5.2+0.12 <5.0 <5.0 5.2+0.27
3-methyl-2-butanone <5.0 <5.0 <5.0 6.5+ 0.07
2.3-heptanedione (acetyl valeryl) <5.0 5.8+ 0.09 <5.0 <5.0
hydrocarbons
benzene methyl 5.1+ 0.18 <5.0 <5.0 <5.0
2-pentene 6.3+ 0.04 6.0+ 0.05 <5.0 6.1+ 0.08
3-methyl-1-Butene <5.0 <5.0 <5.0 6.5+ 0.02
others
methanethiol 5.7+ 0.30 6.0+ 0.01 6.0+ 0.03 6.1+ 0.04
ethyl acetate <5.0 6.3+ 0.07 6.8 0.08 6.4+ 0.06
chloroform 5.4+ 0.11 <5.0 <5.0 <5.0
trymethylamine <5.0 <5.0 6.1+ 0.1 <5.0
Thiocarbamide (thiourea) <5.0 <5.0 <5.0 6.1+ 0.15

#Values are averagesstandard deviation of log(peak are/g). n=3
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Among the most significant compounds, differenntlf@ose detected for contr@rochothrix
thermosphactastrains group was found to produce 3-methyl-1haita2,3-butanedione, 2-
methyl-1-butanal, 2-methyl-1-butanol, ethanal, Zhmgkl-propanal and ethyl acetate. It
produced also several compounds which were onctld for this bacterial group such as 2-
methyl-1-propanol, 2-hexanol and 2,3-heptanedi@eratia liquefaciendike strains group
produced 2,3-butanedione, ethyl acetate, 1-propamud ethanal. It produced also
trymethylamine and 2-butanol which were not produbg other groupsCarnobacterium
maltaromaticumstrains group produced 3-methyl-1-butanal, 2-metHyutanal, 2-methyl-1-
butanol, ethyl acetate, 2-methyl-1-propanal, 2,&bedione and ethanal. It produced also 3-
methyl-2-butanone, 3-methyl-1-Butene, thiocarbamahel cyclopentanol which were not
produced by other groups.

DISCUSSION

The objective of this study was the investigatidrsmoilage potential of six bacterial species
on cooked and peeled shrimps. All species tested weviously isolated from the spoilage
microbiota of cooked and peeled tropical shrimpsimdua previous study (Jaffrést al,
2008). However, the individual ability of each sjgscto produce sensory changes on this
type of product had to be tested, in order to detee which are really involved in the
production of volatile compounds and undesirableunsl characteristic of spoilage process.
In this work, we have chosen to inoculate eachdvettspecies by a mix of five strains in
order to avoid the strain effect, previously desed by Joffraucet al (2006) and Stohet al
(2001), where strains belonging to a same specis present heterogeneous spoilage
potential when individually tested. Consequenthg sensory changes observed in this study
and assigned to each bacterial group, were regultom the combination of five mixed
strains. ForBt. thermosphactaSt. liquefaciendike and Cb. maltaromaticumthe strongest
spoiling bacteria in this work, the inoculated slps were rejected just after the exponential
stage and at the beginning of the stationary pba#®e growth curves (i.e. day 9, 13 and 16,
respectively). This comportment was typical of 80s described by (Gram and Dalgaard,
2002). In fact, sensory rejection occurs after doammetabolites amount, produced by
bacteria, have reached a certain level followingeaponential evolution (Gram and Huss,
1996). Regarding the chemical results, we obsethiatlthere was no correlation between
TVBN amount and the sensory rejection. Indeed, T\@hbunts produced yb. divergens

Cb. alterfunditurdike andVc. penaeiwhich were considered as non or very weakly sppil
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bacteria, was higher than those produced by ststngeoiling bacteria, except fatb.
maltaromaticum This result lead to conclude that likely TVBNnst a good indicator for
estimation of the sensory spoilage of cooked peshednps like that it was concluded by
Joffraudet al (2006) for cold smoked salmon. Concerning TMAduation, interestingly,
the only bacterial group which exhibited a lighbguction wasSt. liquefaciendike with
approximately 8 mg-N 1007y This production was then confirmed by the SPMEAGE
analysis where trimethylamine compound was detemtédfor this species.

In this study, the spoilage potential Bf. thermosphactatrains was revealed by their ability
to produce cheesel/feet and sour/fermented odouchalply provoked by the volatile
compounds releasing. Indeed, several of the chémirapounds detected for this bacterial
group were already described to be responsible hafacteristic flavours, such as 2,3-
heptanedione with butter and cheesy odours (Fenafdl), 3-methyl-1-butanal with malty
and coffee odours (Varlet al, 2006), 2,3-butanedione with buttery odours (Pebsal, 2004

; Senger-Emonnaott al, 2006) and 2-methyl-1-butanal with strong burdbwrs (Fukamet
al., 2002). These results are in accordance withetltodd aurseret al (2006), showing that
Bt. thermosphactavas able to produce notably 2,3-butanedione amdetwyl-1-butanal,
when inoculated on cooked and peeled nordic shrimfydgch would take part in the
formation of strong butter, buttermilk-like, sounda nauseous off-odours. Strains $f.
liquefaciendike displayed a spoilage potential by produciadpltage/gas/garlic, amine/urine
and floor cloth off-odours. This sensory profilendae explained by the volatile compounds
produced by this bacterial group among which 2 Gubedione, trimethylamine already
known to be responsible of strong fishy and ammdke off-odours (Gram and Dalgaard,
2002 ; Jgrgensest al, 2001), ethyl acetate and 2-butanol which wereaaly associated with
solvent/pungent and glue-like odours, respectiv@lgrgensenet al, 2001). Serratia
liquefacienswas already involved in the production of trimé#imyine when inoculated on
cold smoked salmon with urine, curdled milk or \gae off-odours, it produced also sulphur
odours related to garlic, cabbage or mud (Joffratidal, 2006 ; Stohret al, 2001).
Carnobacterium maltaromaticustrains exhibited a spoilage potential with thedoiction of
cheese/feet, sour/fermented and butter flavourstlaeyl released the volatile compounds 3-
methyl-1-butanal, 2-methyl-1-butanal, 2,3-butanadi@nd ethyl acetate. However, they did
not produce 2,3-heptanedione which was relatetiedotitter/cheesy odour (Fenaroli, 2001).
This result illustrated the fact that a characterisdour is not necessary related to one
specific chemical metabolite, but could result frdime combination of several compounds

(Jargenseret al, 2001 ; Olafsdottiret al, 2000). Carnobacterium maltaromaticurwas
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already described to produce butter-like odourad smoked salmon probably due to the 2,3
butanedione and 2,3 pentanedione release (Jofétaald 2001).

In conclusion, this study has contributed to imgraur knowledge concerning the spoilage
mechanisms in cooked shrimps. It shows that thaetebial species were mainly responsible
for shrimps samples spoilage (iBrochothrix thermosphacts&erratia liquefaciendike and
Carnobacterium maltaromaticunby notably the production of several volatile gmunds
which were known to originate from different cathbgpathways such as amino acids
metabolism with 3-methyl-1-butanal or 2-methyl-ltdnal, glycogen metabolism with 2,3-
butanedione or 2,3-heptanedione, sugar fermentatittnethyl acetate and also the anaerobic
respiration by certain bacteria which can induce T™AO reduction in trimethylamine.
These compounds can generate individually or by bioation, off-odours and flavours
characteristic of spoilage process. This study pe$ormed by testing each species group
independently of the others. Further investigatisisbe needed to determine the incidence
of the combination between species which could gbathe overall metabolism, and
associations of volatile compounds could modify gerception of odours as previously
showed by Laurseet al (2006).
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Discussion générale et conclusion

Dans le domaine de la qualité et de la sécuritéasendes produits de la mer, la nouvelle
réglementation européenne ne prend pas en congtiéofes d'altération dans les criteres
d’hygiene des procédés qui permettraient de garkntjualité de leurs produits. Celles-ci
peuvent se développer rapidement sur les produitspmvoquant des modifications
organoleptiques non désirables et entrainer unediimn non négligeable de leur durée de
conservation. Ce constat est particulierement paair les produits de la mer préts a étre
consommeés comme les crevettes décortiquées cugtespe subissent pas d’étape ultime de
cuisson chez le consommateur. Néanmoins, cettemégitation qui n’est pas figée, prévoit
une évolution des criteres gu’elle régit. Il ess@te a la charge des industriels ou de leur
interprofession, de définir des criteres d’hygiedes procédés pertinents. De plus la
connaissance des flores d’altération peut permeltrgoroposer des technologies adaptées

(atmosphere modifiée, biopréservation ...) pour iahites germes ou en atténuer les effets.

Ce travail de these répond a ces préocupationspenrtant des connaissances
nouvelles sur les bactéries responsables de maiitis de la qualité organoleptique des
crevettes décortiquées cuites, et sur le potedidieration de ces flores. Dans ce but, nous

nous sommes attachés a répondre a plusieurs dbjecti

1 — Réaliser un inventaire des especes bactésetda crevette cuite en lien avec leur
altération, a l'aide d’outils de microbiologie atég

2 — Approfondir dans le cadre de cet inventairedanaissance taxonomique d’'un certain
nombre de groupes bactériens avec en particuliatekription d’'une nouvelle espece :
Vagococcus penaei

3 — Etudier le potentiel d’altération des princgsalespeces bactériennes isolées de la

microflore de crevettes décortiquées cuites.

L’étude de la biodiversité d’'un écosysteme nécessite développement d’outils adaptés.

Comme nous l'avons abordé dans la revue biblioggageh les microbiologistes disposent a
I'heure actuelle d'un large éventail de techniquesur appréhender la diversité d'un
écosystéeme microbien complexe. Les techniques mlaiées constituent des outils
performants pour la détection, l'identification ket quantification des micro-organismes
impliqués dans les variations de ces écosystenagsileurs, la biodiversité microbienne est

trés souvent sous-estimée lorsque son étude nteckssulture des bactéries sur des milieux.
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Pour remédier a ce biais méthodologique, des tgubsidites culture-indépendantes ont été
développées (Giraffa et Neviani, 2001).

Dans le chapitre I, nous avons mis en ceuvre uneepp polyphasique pour étudier
la diversité de I'écosysteme microbien des cresettécortiquées cuites. Cette approche
combinait a la fois des techniques culture-dépetedanqui consistaient a suivre le
développement de plusieurs flores a l'aide de omliele culture adaptés et a isoler puis
identifier au moyen de tests phénotypiques et nudéres, des colonies prélevées sur ces
milieux. L’approche culture-indépendante a conséstéettre en ceuvre deux techniques, la
PCR-TTGE et la DHPLC, qui fournissent des emprsimtmléculaires de ’ADN bactérien
directement extrait de la matrice crevette en oibla région V3 du géne codant '’ARNr-16S.
Cette approche nous a permis d’identifier les mpiguex genres et especes de bactéries
présentes dans la microflore d’altération des dtesedécortiquées cuites. Les bactéries
lactiques constituent le groupe bactérien majoetanvec les principaux genres:
Carnobacterium(Cb. maltaromaticumCb. divergenset Cb. alterfunditurdike), Vagococcus
(Vc. fluvialisetVc. penaesp .nov) eEnterococcugEc. faecalisetEc. faecium Deux autres
especes bactériennes importantes étaient retroudérs cet écosystémeBrochothrix

thermosphactat Serratia liquefaciendike.

Ce type d’approche a déja été décrit pour I'étugl@igers écosystémes comme celui
du fromage Mozzarella (Ercolinet al, 2001b) ou récemment du fromage espagnol
Alberquilla (Abriouelet al, 2008). Dans cette derniere étude, une comparaissmésultats
obtenus par méthodes culture-dépendantes et indépis a montré que ces deux approches
fournissaient des résultats complémentaires. Eat, afertaines especes bactériennes étaient
exclusivement retrouvées par la TTGE et dautremept identifiées uniqguement par
I'utilisation des milieux de culture. Des résultatsalogues ont été décrits par Ercoénial.
(2001b), Miambiet al. (2003) et Perez Pulidet al. (2005). Nous avons également constaté
dans cette étude que des especes cofitnebacter gillenii ou Psychrobactersp. étaient
uniquement identifiées par la TTGE ou la DHPLCrslque la plupart des espéces du genre
Vagococcugjue nous avons rencontrées étaient retrouvéestietieenent sur les milieux de
culture. Selon Abriouelet al. (2008), plusieurs parameétres pourraient expliquer c
phénomene : la méthode d’extraction d’ADN, I'amphtion PCR ainsi que la nature des

milieux de culture utilisés.
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En ce qui concerne I'extraction d’ADN bactérien a&tp d’une matrice alimentaire,
trois étapes clés doivent étre optimisées et méés afin de garantir la robustesse de
I'analyse par empreintes moléculaires. Ainsi langéze étape de « solubilisation » de la
matrice, doit se faire avec une prise d’essai @détihon suffisamment importante pour étre
représentative de I'écosystéme étudié et ne deitlppasser une certaine quantité qui pourrait
conduire a une saturation de la réaction de lyHlalaee. C’est au cours de cette premiere
étape que la séparation de la fraction bactérielingeste de la matrice doit étre réalisée le
plus efficacement possible. Plusieurs protocoldsétd décrits a ce jour dans la littérature et
different selon la nature de la matrice (Goaoral, 1997 ; Ogiert al, 2002 ; Merothet al,
2003b). Dans le cadre de notre étude, nous avordogpé en collaboration avec 'ADRIA
de Quimper, un systéme de broyage de la matrice anebroyeur mécanique, suivi d’'une
filtration du broyat sur colonne de gel de sili€® type de colonne est a la base congu pour
I'extraction et la purification de 'ADN de celludevégétales. Par conséquent, la filtration du
broyat de crevette sur ces colonnes permet dernéégefois les cellules eucaryotes issues des
débris de la matrice crevette, mais également I'’A&Naryote qui aurait pu étre libéré a la
suite du broyage.

La lyse cellulaire des bactéries constitue la dame étape importante de I'extraction
et doit étre suffisamment drastique pour permettigefois la lyse des bactéries a Gram positif
et négatif. Parayret al. (2007) ont mis au point un systéme de lyse cetiellaroisée, dont
nous nous sommes inspirés. Tout d'abord, une premphase consiste en la lyse
enzymatique des bactéries par l'utilisation du 2ysoe et de la mutanolysine qui dégradent le
peptidoglycane, constituant important de la paes dactéries a Gram positif. La deuxieme
phase est une lyse mécanique réalisée a 'aidédlég te verre agitées a trés haute vitesse par
un vibro-broyeur qui casse les parois bactériennes.

La troisieme et derniere étape clé de I'extractionsiste en la purification de 'ADN
extrait. Celle-ci conditionne véritablement la gtii#net la qualité des ADN qui sont ensuite
utilisés comme matrice pour I'amplification PCR.IeEHoit étre la plus simple et la plus
reproductible possible, sans trop de phases inthainés pour éviter les pertes d’ADN.
Giacomazzi et al. (2005) ont réalisé une étude comparative de plusigrotocoles
d’extraction et de purification d’ADN bactérien uss de la matrice saumon fumé. Les
résultats ont démontré qu'un systéme de purificago kit commercial comme le DNeasy
Tissue Kif™ commercialisé par la société Qiagen, équipé dencelale gel de silice pour la
purification de 'ADN, était plus efficace et rephactible qu’un protocole classique reposant
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sur un principe d’extraction liquide-liquide. Daup| ce systeme a I'avantage de ne pas utiliser
de solvant toxique comme le phénol-chloroforme mdraire 'ADN.

Une fois le protocole d’extraction optimisé, seg@tsquestion de I'amplification PCR
et notamment du choix du gene cible a amplifier.efffiet dans notre étude, le choix de la
région V3 de 'ADNr 16S comme marqueur de la diitérbactérienne peut étre a l'origine de
la non détection des especes du geviagococcusavec la TTGE. Ce résultat pourrait
s’expliquer par le phénomene de co-migration dgrfrant V3 de ces especes avec celui des
espéeces du genkEnterococcuscar elles présentent dimidentique.

Nous avons également constaté la présence de bamdigsles en TTGE ou de pics
multiples par DHPLC pour certaines espéeces conBnechothrix thermosphactaCes
résultats pourraient étre attribués a la présepcglusieurs copies de I'opéron ribosomique.
Plusieurs études ont déja proposé et démontréidatton de génes cibles alternatifs comme
le genepoB pour s’affranchir de ce type de phénoménes (Dabtlal, 2000 ; Giacomazat
al., 2004). En effet, compte tenu que ce gene exi$tda de copie unique dans le génome
des bactéries, il n'est pas a l'origine d’empreainteultiples pour une espéece bactérienne
donnée. En outre, Casst al. (2007) ont démontré que le gemgoB était capable de
discriminer des groupes taxonomiques phylogénétigu tres proches. Ainsi, le choix de ce
marqueur aurait pu permettre la différenciation @speces des genré&gococcuset
Enterococcusen TTGE. Toutefois, une des limites dans l'utiisa d’autres génes que
’ADNr 16S réside dans le fait que les banques dlendes sont nettement moins riches en
séquences du gempoB qu’en séquences de I'ADNr 16S. Or, dans le cas ffagment ou
d’'un pic inconnu, il parait indispensable de pouvalentifier I'espéce bactérienne

correspondante apres clonage et séquencage.

L’'optimisation de la réaction de PCR constitue égant un point important qui va
conditionner la qualité et la résolution des emqes moléculaires. Par exemple, le systéme
d’amplification du géne cible peut donner lieu Healentes adaptations selon les auteurs. En
effet, pour I'amplification de la région V3 de I'Alr 16S, Ogieret al. (2002) ont développé
un systeme de « nested-PCR » ou « PCR nichée coqgaiste a amplifier la région d’intérét
au cours de deux PCR successives. La premiere éapER permet d’amplifier un fragment
d’ADN plus large qui englobe le fragment d’intéedtec un premier couple d’amorces. La
deuxieme PCR est réalisée avec les amplicons dareaiére, en ciblant cette fois-ci

spécifiquement le fragment d’'intérét avec un coufdenorces approprié. L’avantage de cette
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technique est de fournir un meilleur rendement glination et également de faciliter
I'incorporation du GC-clamp dans les amplicons, itast ajouté uniquement a l'issue de la
seconde PCR. De méme, ce systéme permet de lilmtgshénomenes de doubles bandes
artéfacts sur les gels. Un des inconvénients majaercette technique concerne le risque de
contaminations qui est accentué par les deux étd&CR. Pour 'amplification de la méme
région V3, Ercolini et al. (2008) ont préféré avoir recours a un systéeme @RCR-
touchdown » ou « PCR essais » qui se déroule as dune seule étape. Cependant, lors des
premiers cycles, la température d’hybridation ekttivement élevée comparativement a celle
d’'une PCR classique (environ 10 °C au dessus tenigérature d’hybridation des amorces)
ce qui favorise la spécificité de I'amplificationamm génére un rendement faible d’amplicons.
Ensuite, la température est abaissée progressiteinehaque cycle jusqu'a atteindre une
température proche de celle d’hybridation des aesyrce qui va favoriser un bon rendement
tout en conservant une bonne spécificité de I'divption. Un inconvénient de cette
technique est que l'efficacité n’est pas constami¢ au long de la réaction. Ainsi cette PCR
peut donc poser des problemes pour I'amplificaties fragments présents en faible quantité
notamment pour les populations bactériennes somsrantes d’'un écosysteme.

Au cours de cette étude, nous avons eégalement éailuer notre systeme
d’amplification de la région V3 en fonction des hemues d’empreintes moléculaires
utilisées. En effet, dans le cas de la TTGE, nowms développé en collaboration avec
'ADRIA de Quimper, un systeme de PCR classiquena geule étape avec 40 cycles
d’amplification et une quantité de 2,5 unités de palymérase, pour garantir une efficacité
correcte et un bon rendement. Egalement, ce systémportait une étape d’élongation finale
de 30 minutes pour prévenir la formation d’artéSaet de double bandes dans le gel TTGE,
comme cela a été décrit par Jamesel. (2004). Dans le cas de la DHPLC, nous avons eu
recours a un systeme de « reconditioning-PCR » QR de re-conditionnement » qui est un
systeme a deux étapes d’amplification en utilidamtmémes conditions de PCR et le méme
couple d’amorces pour les deux amplifications sssiges, mais avec uniquement 5 cycles
d’amplification pour la deuxieme PCR. Ce systeme au point par Thompsaet al. (2002)
et validé pour la DHPLC par Goldenbeeg al. (2007) permet de prévenir la formation
d’'artéfacts et de fragments hétéroduplex qui vieredt fausser I'élution chromatographique
des fragments V3.

Une des limites des techniques d’empreintes maé&esl qui pourrait également

expliquer le fait qu'une espéce, bien qu’isolée milieu de culture ne soit pas détectée par
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TTGE ou DHPLC, concerne le seuil de détection depufations bactériennes sous-
dominantes dans un écosysteme. En effet, plusiéudes ont déja démontré que ces
techniques n’étaient pas capables de détecter aqmégtion sous-dominante lorsque celle-ci
représentait moins de 1 % en nombre de cellulegapport a I'espece dominante (Muyzsgr

al., 1993 ; Ogieet al, 2002). A I'inverse au cours de notre travail, #anons constaté que la
TTGE avait permis de détectBrochothrix thermosphactdés le début du stockage, alors
méme qu’aucune colonie n'était dénombrée sur leemiBTAA, pourtant sélectif pour le
dénombrement de®rochothrix Le méme constat a été fait pour deux especes de
Carnobacterium(Cb. divergenset Cb. maltaromaticumqui étaient détectées par la TTGE
alors que sur le milieu sélectif NAP, aucune cadoniétait dénombrable. Des résultats

analogues ont été observes par Rachetah (2004a) sur le saumon fume.

Une autre limite de ces techniques par rapportnaéthodes culturales, est que celles-
ci ne permettent pas de distinguer les bactérasies des bactéries mortes ou inactives dans
un écosystéeme. En effet, apres la mort des bastédaesitesse de dégradation de leur ADN
dépend d’'une part des especes et d'autre paredetbonnement dans lequel elles se trouvent
(Wolffs et al, 2005). Par conséquent, en réalisant une extradt&aDN bactérien total d'une
matrice donnée, il est possible de récolter I’ADdbActéries non viables qui seront pourtant
considérées comme faisant partie intégrante dedi@&téme éetudié. Pour augmenter le niveau
d’'information obtenu avec ces techniques, uneratere serait de s’intéresser a la fraction
des ARNSs transcrits dans le cadre d’'une approch® @R TTGE ou DHPLC, comme cela a
été décrit pour les fromages (Randagtal, 2002 ; Le Bourhigt al, 2007).

Une des difficultés de I'analyse par empreintesénulires concerne l'interprétation
des données sur la composition d’'un écosystemeohi@r, particulierement lorsqu’on
travaille uniquement avec une approche culturepaddante. En effet dans cette étude,
I'assignation des bandes des profils TTGE étaiitdiat plus aisée que I'on connaissait, grace
aux données obtenues par les milieux de culture,pantie des genres et especes bactériens
qui composaient I'écosysteme microbien de la ctewatite. C’est la raison pour laquelle, des
bases de données de profils TTGE ou DGGE ont é&ajipées ces derniéres années et sont
dédiées a I'étude spécifiqgue de certains écosysténierobiens comme les produits laitiers
(Ogier et al, 2002 ; Ogieret al, 2004 ; Parayret al, 2007), ou encore le raisin (Doare-
Lebrun et al, 2006). Le principe pour constituer de telles bade données, consiste a

collecter des profils électrophorétiques obtenusnsdades conditions standardisées
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correspondant a différentes espéces représentatimestcosystéeme donné. Ces profils sont
ensuite numérisés et normalisés a I'aide d’'un lebue traitement et d'intégration d'images
comme le logiciel Bionumeri¢¥. Les profils de migration des souches ainsi oltesaront
stockés dans une base de données informatiséeorrortant ensuite les profils TTGE
obtenus pour un écosysteme inconnu, avec ceux oi@ska de donnée, le logiciel va pouvoir
rechercher des assignations possibles et doncreléline identification présomptive des
especes bactériennes correspondantes.

Dans le cadre du programme IMIBIOMER, nous avogsadhenés a développer une
base de données de profils TTGE dédiée a I'analgseicosystemes microbiens des produits
de la mer. Actuellement celle-ci contient 150 gsofie migration de la région V3 de ’ADNr
16S correspondant a environ 50 taxons bactéridfératits, représentatifs de la microflore
des produits de la mer. Cette base de donnéegeinfostérieurement a I'étude de
I'écosysteme microbien des crevettes décortiquaédss; n'a donc pas été utilisée pour le
traitement des gels TTGE correspondants. Néanmposs avons pu évaluer son efficacité
sur des profils TTGE de différents produits de kr provenant des industriels partenaires du
programme IMIBIOMER. Celle-ci n’est pas définitie¢ doit étre I'objet d’'un enrichissement

en fonction des flores identifiées dans les pradiét la mer.

L’ensemble de cette premiére partie du travailrdsé nous a permis de démontrer et
de confirmer I'efficacité des techniques d’empreitnoléculaires pour étudier I'écosysteme
microbien complexe de la crevette décortiquée c@tpendant, au regard des avantages et
inconvénients des deux approches culture-dépersiaate indépendantes, il apparait
indispensable lorsqu’on initie ce type de travaihvdir recours aux deux approches
simultanément, pour permettre un inventaire le mosplet possible des flores présentes
dans cet écosysteme. En effet, sans I'appui desuxitle culture, nous n’aurions sans aucun
doute pas identifié la nouvelle espév¥agococcus penaeiécrite dans ce document.
Néanmoins, quand I'’écosysteme microbien d’'un alime=t connu, il peut étre intéressant
d’utiliser ces méthodes moléculaires seules potermbune image rapide de la dynamique de

I’évolution des flores.
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Approfondir dans le cadre de cet inventaire la conaissance taxonomique d’'un certain
nombre de groupes bactériens avec en particulier ldescription d’'une nouvelle espéce :

Vagococcus penaei

L’étude de taxonomie polyphasique mise en ceuvre gécrire la souch®agococcus penaei
CD276, représentative d’un groupe de cing souches isaléecrevettes décortiquées cuites,

a permis de confirmer I'existence d’'une nouvellpeee au sein du genv@agococcus

Les techniques de taxonomie polyphasique, qui &egibles analyses phénotypiques,
phylogénétiques et génétiques pour caractériserisiglats bactériens, conduisent a des
résultats qui permettent une classification dit®rsensus » des bactéries (Vandaneinal,
1996). Cependant, dés lors que I'on aborde leslgmuds d’écologie microbienne et de
taxonomie, la question de la définition de I'espésee pose inévitablement. Cette vaste
guestion, sujette a controverses, préoccupe leedmtes et les microbiologistes depuis
gu’existe la volonté de réaliser une classificatidm vivant. En microbiologie, I'espece
constitue l'unité de base ou le maillon essentedladclassification bactérienne (Wayeteal,
1987 ; Euzéby, 2007). Les deux criteres importpots la définition d’'une espéce biologique
sont ceux de la ressemblance mutuelle et de Iféttendité. Or, en microbiologie le critére
d’interfécondité est inapplicable, la reproducties procaryotes étant végétative et asexuée,
les bactériologistes ont di élaborer une définitioiginale de I'espece. Ainsi, le critere de
ressemblance mutuelle est l'unique critere quiesdt appliqgué en classification bactérienne

pendant de nombreuses années (Le Guyader, 2002).

La définition de I'espece differe selon les crigéretenus pour apprécier la similitude
des souches (caracteres phénotypiques, génétitpbylegenétiques...), ce qui a conduit a
constituer des comités internationaux chargés dmidéles critéres et de proposer une
définition de I'espéce. En 1987 et 2002, les carate hocen systématique (International
Committee on Systematic Bacteriology et Internatio€ommittee on Systematics of
Prokaryotes, respectivement) ont permis de propoeserdéfinition de I'espece bactérienne
basée sur les propriétés de dénaturation et deuratian de 'ADN génomique, on parle
donc dans ce cas de genomospecies (Wayra, 1987 ; Stackebrandit al, 2002). Ces
comités ont considéré les résultats de nombreussEle® menées avec des espéces bien
définies (plus de 10 000 souches appartenant aoen2i 000 espéces différentes réparties

dans plusieurs centaines de genres), et il a @érdégue des valeurs d’hybridation ADN-
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ADN supérieures ou égales a 70 % et des valeursTde(différence derm entre I'hybride
homologue et I'hybride hétérologue) inférieures égales a 5 °C constituaient des bornes
raisonnables pour la définition de I'espéce miceobe. Les espéces répondant a ces criteres
génotypiques partagent également de nombreusdgisiies phénotypiques. En I'absence de
meilleurs criteres, cette délimitation permet deudtrer le monde procaryotique d’une
maniere cohérente au niveau de I'espéce (Euzéldy))20es études ultérieures ont mis en
evidence que des similitudes d’ADNr 16S inférieui€®7 % ne correspondaient jamais a des
pourcentages de réassociation ADN-ADN supérieli8 & (Stackebrandt et Goebel, 1994 ;
Rossello-Mora et Amann, 2001). Plus récemment k8taandt and Ebers (2006) ont montré
qgue des similarités de séquences de 'ADNr 16S ceepentre 98,6 et 99 % constituaient le
seuil minimum pour que I'on puisse prétendre queisielats appartiennent a la méme espece.
Toutefois, seul le résultat de I'hybridation ADN-ADpermet de trancher définitivement sur

I'appartenance ou non a la méme espece.

L’acceptation largement diffusée de ces standami<ldssification, a contribué a
harmoniser le niveau taxonomique de I'espéce eqvapes de micro-organismes €loignés
(Brisse, 2008). Cependant, I'analyse de nombresmsashes révele I'existence d’une diversité
génétique parfois considérable au sein des espétasdéfinies. A titre d’exemple, Chaillou
et al. (2008) ont montré par des analyses d’électropkoedschamp-pulsé, que des souches
de Lactobacillus sakeisolées de divers écosystémes alimentaires (ésiéemient poisson et
viande) présentaient des variations de la tailléede génome pouvant aller jusqu’a 25 % de
différence par rapport a la taille moyenne du gémata cette espece (2020 kb), avec des
tailles comprises entre 1815 kb et 2310 kb. De ,plas souches d’'une méme espéce
bactérienne peuvent diverger considérablement quas Ipropriétés biologiques comme la
virulence ou leurs propriétés métaboliques. Entefflemme nous I'avons déja évoqué dans
les précédents chapitres, Stettral. (2001) ont démontré que des souches appartenard a u
méme espece bactérienne pouvaient présenter demntiptst d’altération différents
lorsqu’elles étaient inoculées sur du saumon fubé.autre exemple, concerne l'espéce
Escherichia coli qui comprend a la fois des souches commensalas cotaines sont
utilisées comme probiotiques, mais également debneumses souches pathogénes comme les
souches entérohémorragiques et entérotoxigenidli@sdel et al, 2008).

Une premiere hypothése permettant d’expliquer cetgabilité intra-spécifique

concerne limpact des facteurs environnementaux I'®wolution des bactéries et leur
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adaptation a un écosysteme donné, a travers liimtude mutations ponctuelles dans leur
génome (Tenailloret al, 2001). En effet, plusieurs études ont démonte dps souches de
I'especeEscherichia coliisolées de diverses niches écologiques naturgiésentaient des
taux de mutation 100 fois plus élevés que ceuxodeles de référence issues de collections,
dont le taux de mutation moyen est évalué & envBd0° mutations par paires de base
générées au moment de la réplication (Drake, 199&)phénomeéne serait en partie di a
I'inactivation chez ces souches sauvages du systienméparation de 'ADN post-réplication
MMR (Methyl-directed Mismatch Repair system), quirrige les erreurs des mauvaises

paires de base incorporées dans I’ADN.

Une autre hypothése expliquant la variabilité wsjpécifique concerne le phénomeéne
des transferts horizontaux de matériel génétiquee des bactéries. En effet, les micro-
organismes se reproduisent majoritairement parsioivi cellulaire binaire. Ce mode de
transfert dit « vertical » peut également étre agquagné de I'acquisition de nouveaux genes
(insertion) ou de remplacement par recombinaisandiogue, a des fréquences diverses, de
portions de genes par transfert horizontal engeék distinctes (Lan et Reeves, 1996). Les
donneurs dans ces échanges de matériel génétiguéegulus souvent des souches proches
appartenant a la méme espece, mais peuvent égalémmeedes especes distinctes appartenant
a des groupes phylogénétiquement distants, lagbarimterspécifique peut donc ne pas étre
un frein (Jairet al, 2002).

Le taux de recombinaison homologue a des répemnsssiirectes sur I'efficacité des
techniques de typage et d’identification des espebactériennes. En effet, I'étude
phylogénétique des espéces n'a de sens que sidab@aison est relativement rare, il en est
de méme pour la validité d’'un marqueur phylogén&i(Brisse, 2008). Par exemplésteria
monocytogenegst I'une des especes dont les souches sont éodssdcomme les moins
exposees aux recombinaisons homologues (Ragal, 2008). Les phylogénies obtenues
indépendamment a partir de la séquence de diférgahes étant congruentes, un seul
marqueur pourra donc suffir pour identifier descms de cette espéce. Pour les especes
« recombinogénes », le transfert frequent des nearguentre lignées signifie que chaque
portion du chromosome d’une souche a une histeiodugve distincte, il n’existe donc pas
de phylogénie possible pour distinguer les soudrdse elles (Brisse, 2008). Dans le cas
intermédiaire, l'utilisation simultanée de plusieugénes permet de modérer les effets
éeventuels des transferts horizontaux d’'un ou ddqges genes qui en étant utilisé seuls,

engendreraient une position phylogénétique errdeéesouches de I'espéce étudiée.

168



Discussion générale et conclusion

Ce type d’'approche utilisant plusieurs génes adété&loppée a travers la méthode MLST
(Multi Locus Sequence Typing). Cette techniquééandéise au point par Maidest al. (1998)
pour l'étude de la variabilité phylogénétique desuches appartenant &leisserria
meningitidis Elle est basée sur le séquencage de fragmeplsigleurs génes de ménages ou
informationnels, ubiquistes pour une populationt®@enne donnée, codant des protéines
impliquées dans des fonctions essentielles commranacription et la traduction (Cooper et
Feil, 2004). Cette technique s’est considérablerdémeloppée pour le typage des souches et
especes bactériennes issues de diverses nichemyiqoels. Parmi I'ensemble des études
publiées sur le sujet, citons ceux de Bilhetral. (2008) dont les travaux ont permis de mettre
en évidence deux sous-populations au sein de Eegpénococcus oenainsi que ceux de
Goarantet al. (2006) qui ont permis de déterminer également @lusi sous-populations au
sein de l'espec#&/ibrio nigripulchritudg pathogene des crevettes d’aquaculture, dont I'une

d’elles était spécifiquement associée au syndraenermortalité estivale » des crevettes.

Une des difficultés de la techniqgue MLST reposelsuhoix et le nombre de genes a
séquencer pour permettre une analyse phylogénétidpuste, qui s’affranchisse au mieux de
la variabilité intra-spécifique. D’apres le coméd hocpour la re-évaluation de la définition
d’espéece bactérienne (Stackebraattal, 2002), un minimum de cing génes est nécessaire
pour I'étude par MLST des relations inter et indpgcifiques. Ces génes doivent étre situés
aux niveaux de loci chromosomiques différents. @dpat, Cooper and Feil (2004)
considérent que le nombre de genes a prendre eptea@pend de la longueur ségquencée de
chaque geéne et du degré de variabilité génétigsesagches bactériennes a caractériser. Bien
que cette technique soit considérée par le coamtéhoc comme tres prometteuse pour
élucider les relations inter et intra-spécifiquess dbactéries, il confirme néanmoins les
recommandations des précédents comités qui étikidscomme méthode de référence,
I'hybridation ADN-ADN pour la délimitation du niveade I'espéce, et qui recommandait
I'utilisation combinée de I'analyse phylogénétigitegéne codant 'ARNr 16S et de I'analyse

du phénotype pour la description des nouvellescespe

C'est également grace a une telle approche podygplha que nous avons réussi
dernierement a élucider la taxonomie d'un autreupeo bactérien,Carnobacterium
alterfunditumlike, isolé des crevettes décortiquées cuitesr (\abiapitre 1). Ce groupe
comportait cing souches dont l'identification n’@jau étre réalisée précisément au niveau de

I'espéce, car leur séquence du géne codant 'ARDE firésentait une similarité identique
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(environ 98 %) pour les deux especds. alterfunditumet Cb. pleistoceniumCette valeur
étant en dessous du seuil minimum de 98,6 % ddasithirecommandé par Stackebrandt et
Ebers (2006) pour I'appartenance a une espéce,prégamions donc l'existence, au sein de
ce groupe, de souches appartenant a une nouvpkeeed 'analyse par hybridation ADN-
ADN réalisée récemment avec plusieurs souchesfédenge du genr€arnobacteriurmous

a permis d’identifier 'une de ces souches commpgagpnant a I'espéc€arnobacterium
inhibens et de confirmer que les quatre autres souchegapent correspondre effectivement
a une nouvelle espece du ger€arnobacterium Un travail complémentaire d’analyse
phénotypique, en définissant des critéres pertinpatr la description des espéce du genre

Carnobacteriumdevra étre réalisé prochainement pour confirresmrésultats.

Etudier le potentiel d'altération des principales speces bactériennes isolées de la

microflore de crevettes décortiquées cuites.

Pour déterminer si un groupe d’isolats appartiefd aatégorie des organismes spécifiques
d’altération, il est nécessaire d'évaluer leur pbed altérant qui peut étre défini
qualitativement comme la capacité a produire degvaiaes odeurs lorgu’ils se développent
sur une matrice alimentaire, par la capacité ayreden quantité suffisante des métabolites
liés a cette altération (Gram et Dalgaard, 2002).potentiel d’altération des principales
especes bactériennes isolées de la crevette dpemticuite a été étudié par analyse
sensorielle et par la recherche des composés Igoldtiois especes bactériennes se sont
révélées étre les plus altérantes pour la creusite :Bt. thermosphactest. liquefaciendike

et Cb. maltaromaticum Celles-ci ont été notamment capables de prodigse composés
volatils issus de différentes voies cataboliquesroe celles des acides aminés, des sucres ou
encore la respiration anaérobie. En effet, lesonicganismes peuvent cataboliser une grande
diversité de molécules, transformées en intermedianétaboliques qui entrent dans un grand

cycle de production d’énergie comme celui des acidearboxyliques ou cycle de Krebs.

Le catabolisme des protéines aboutit aux acidesé&miCeux-ci sont utilisés par les
bactéries et sont a l'origine de la production denbreux composés volatils odorants. En
effet, les acides aminés sont soit décarboxylésarames, soit catabolisés en molécules
aromatiques comme les méthyl-aldéhydes, les méthgbls et les méthyl-acides
(Larrouture-Thiveyrat, 2001). Par exemple, la laecest dégradée en 3-méthyl butanal et en

3-méthyl butanol, que nous avons retrouvés danscdesposés volatils produits par les
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bactéries d'altération de la crevette. De mani@adague (Larrouture-Thiveyradt al, 2003)
ont mis en évidence chez la sou€@arnobacterium piscicol®45 une forte production de 3-

méthyl butanal issue du catabolisme de la leucams de saucisson sec.

Quant aux glucides, ils sont présents en tresdajbhntité dans les crevettes (0,4 %)
mais dans certains cas, les industriels ajoutehisderes dans la saumure de refroidissement
aprés cuisson. Ceux-ci peuvent alors étre métasolmr les voies homofermentaires ou
hétérofermentaires en fonction de la nature etdgubntité de sucres présents et de la flore
microbienne. Par la voie homofermentaire, Brechothrix fermentent les glucides en les
transformant principalement en acide lactique. bastéries lactigues hétérofermentaires
comme lesLeuconostoet certaind_actobacillus ou faiblement hétérofermentaires comme
les Carnobacteriumsont capables de métaboliser I'acide pyruvique2¢8tbutanedione
(diacétyl) et 3-hydroxy-2-butanone (acétoine), cos§s volatils responsables de flaveurs de
type beurre. Enfin la voie de fermentation des exidmixtes, caractéristiques des
entérobactéries, génére de l'acide lactique, asgtidormique, de I'éthanol, de la 2,3-

butanedione, et de la 3-hydroxy-2-butanone.

Une propriété tres particuliere de certaines bestéest leur capacité a générer de
I'énergie en condition anaérobie par [l'utilisatiaiiaccepteurs d’électrons alternatifs a
'oxygene. Cette adaptation au niveau respiratldte permet de coloniser de hombreuses
niches écologiques mais nécessite une expressoartiiisée de leurs systemes respiratoires
(Gonet al, 2002). LOTMA, dont la concentration varie en étion des produits de la mer,
permet la respiration anaérobie de certains miogardsmes commeShewanella
PhotobacteriumAeromonagGram et Dalgaard, 2002) $erratiacomme nous I'avons vu au
cours de cette étude. Il est alors réduit en thylamine, molécule trées malodorante qui

donne cette odeur aminée typigue du poisson p(Eram et Huss, 1996).

Et pour conclure ...

L'intégralité de ce travail de these nous a pemepprofondir les connaissances relatives a
la microbiologie des produits de la mer et partereiment des crevettes tropicales cuites qui
avait fait 'objet de peu d’études antérieureméwec la mise en ceuvre et le développement

d’outils de biologie moléculaire comme la TTGE &0HPLC, mais également avec I'appui
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des méthodes culturales, nous avons pu mettre idanee les principaux genres et espéeces
de bactéries qui composent I'écosystéme de la tteepgite au moment de l'altération. Celui-
ci se compose dans notre étude d'une majorité deédes lactiques des genres
Carnobacterium Vagococcus et Enterococcus mais aussi des especddrochothrix
thermosphacteet Serratia liquefaciendike. De plus, les études de taxonomie polyphasiqu
ont permis d’approfondir lidentification et la ekification de deux genres bactériens
Vagococcuset Carnobacterium et de découvrir deux nouvelles especes au seigetle
ecosysteme. L'une des nouvelles espéces identifpéete désormais «la marque » de la

crevette tropicale de par son épithéte d’espes@ppelleVagococcus penaei

En mettant en évidence dans ce travail @uechothrix thermosphactaSerratia
liquefaciendike et Carnobacterium maltaromaticunétaient les trois especes les plus
altérantes, nous avons, dans le cadre du nouvedexte réglementaire européen, apporté des
connaissances concernant les critéeres d’hygiengmegdés. De toute évidence, avant que
ces trois especes bactériennes puissent intégné&glamentation en tant que criteres, des
essais complémentaires devront étre réalisés pmnfirmer les résultats obtenus dans ce
travail. Par ailleurs, pour déterminer le réle rdelces trois especes dans l'altération, il sera
utile d’étudier d’éventuelles interactions entrs espéces et d’autres especes comme cela a

déja été décrit dans quelques études précédentes.

Au terme de ce travail, plusieurs perspectives nabemt étre envisagées pour une
meilleure maitrise de la qualité de cette denrée :

Apres avoir confirmé la nature des espéces baoteggeimpliquées dans I'altération
de la crevette, il serait utile de quantifier sfigaement et rapidement ces bactéries. La mise
au point d’'une technique de PCR quantitative erptengel permettrait de répondre a cette
question. Dans le cadre de cette thése, un trgwéllminaire a déja été initié pour la
quantification deBrochothrix thermosphactat a permis de dessiner des amorces spécifiques.

Il reste a déterminer la sensibilité et I'efficéctte la technique.
Des travaux pourraient étre envisagés pour modélsecroissance des bactéries

spécifigues d’altération en fonction des parametes/ironnementaux (température,

atmosphere, pH, ...) dans le cadre d’'une approcmeictebiologie prévisionnelle.
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Des travaux pourraient étre entrepris pour élucitltains mécanismes impliqués
dans le processus d’altération par les bactétie&adirait alors d’'identifier certaines enzymes

importantes et éventuellement de rechercher leesgéniorigine de la production de certains
composes volatils.

Enfin, une autre perspective est la maitrise deld@pement des flores d’altération

par des technologies « barrieres » comme la biepréson qui utilise des bactéries lactiques
inhibitrices.
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Easy DNA extraction method and optimization of PCR-Temporal
Temperature Gradient Gel Electrophoresis for global analysis of
bacterial ecosystem dynamics in seafood samples

INTRODUCTION

PCR-TTGE techniques are currently being used for
global analysis of microbial ecosystems dynamics. An
easy and rapid method to extract DNA from various
seafood samples was developed. Following the
amplification of the V3 region of the 16S rDNA gene,
TTGE parameters were optimised in order to separate
low GC-content bacteria.

MATERIEL & METHODS

The extraction method based on DNA purification columns did
not involve any harmful solvent.

2 Direct bacterial DNA extraction
ﬁ Seafood samples (30 g) homogenisation in sterile saline
/o= solution
Filtration on a Nucleospin Plant L column (Macherey-
v Nagel)
Enzymatic lysis step of the bacterial cell pellet with
u . lysozyme and metabolising
= Mechanical lysis step by adding of 0.3 g of glass beads
| and using a bead beater
‘ ‘ DNA purification using a DNeasy blood and tissue kit
(Qiagen)

v PCR-TTGE analysis
Amplification of the V3 region (194 bp) of the 16S rDNA
— using the primers V3P2 and V3P3-GC-Clamp.
TTGE in the DCode universal mutation detection system
(BioRad) at 50 V for 12h30 with a temperature gradient

f— of 65°C to 70°C (rate of 0.4°C. h-1) with
=——mmmw==  -resolving gels (9.5% (w/v) acrylamide stock solutions
— (acrylamide-bisacrylamide; 37.5:1) and 8M urea)

- stacking gels (16% (w/v) acrylamide stock solutions
(acrylamide-bisacrylamide; 37.5:1) and 8M urea)

PCR-TTGE METHOD REPEATABILITY

The PCR-TTGE method repeatability was assessed by testing
independent repetitions in two collaborator labs. The profiles
were compared by using UPGMA algorithm combined with a
Pearson correlation coefficient, in order to check the
repeatability of the technique :

- the homology between profiles obtained in one lab is higher
than 90 %,

-the homology between profiles obtained by the two
collaborator labs is higher than 75%.

Repet 1 Lab 1
Repet 2 Lab 1
Repet 3 Lab 1
Repet 4 Lab 1
Repet 1 Lab 2
Repet2  Lab2
Repet 3 Lab 2
Repet 4 Lab 2

|
I
|
PCR-TTGE database

295 strains belonging to the most frequently encountered
bacterial species in seafood were used to construct a database.
The TTGE profiles were grouped into a database and normalized
with the developed ladder using BioNumerics software. In most
of the cases, PCR-TTGE products produced one band per
species. However, for some species, several bands were
obtained making the interpretation of profiles more complicated.

SEAFOOD SAMPLES ANALYSIS

Different seafood sample ecosystems dynamics during product
shelf-life were analysed by PCR-TTGE analysis. PCR-TTGE

profiles were correlated to microbiological enumerations using
different media.

TTGE ladder for gel normalization D5 DO e
Microbiological
. Psychobacter psychrophilus e.?.',‘.’,..;‘,’a‘,’ﬂ,.f": Do D5
A TTGE ladder was prepared by pooling the PCR products of T —
) 4 L s
DNA extracts from pure strain cultures. The ladder is composed : z"""’ms" : T - e e | e
N H amobacterium sp - <+ Camobacterumsp Hammer medium
of ten reference species, forming a regular scale. St gl Pt g
B B - orf p 1,9.104 2,4.105
Listeria spp Schevanete batica » . . § ES0UdOMONaSSH PPDMA ”
Chryseobacterium spp
Enteroccuss hirae Pseudomonas sp or Acinetobactersp » : F:seudapronasss; uo’rAcmatebactergg ;aacut: Acid i 1,0.10% 2,0.10¢
Carnobacterium maltaromaticum * . cleracn
=+ -
Carnobacterium divergens Schevanella sp -? I. + Schewanelia sp Enterococcuson 20102 43104
pr— . Slanetz Bartley
Shewanella spp d =i medum
— i Sehewarple spyy, SR - : :3023%%52 %tdimanna
Acinetobacter BPE > f— 2 Brochotrixon <10 2,2.102
== Brochothrix thermosphacta SULES
: Bacillus cereus (£5 b 2517 1102
Shewanella spp

CONCLUSION : wnile the PCR-TTGE approach represents a valuable tool to describe bacterial population diversity, some limits are
inherent to the culture independent approach: (i) the subdominant micro-flora might not be detected (1% or less of the total
community); (i) even if, some correlation could be done between bands intensities and population representatively, no quantitative

data could be obtained. Thus, combination of culture-dependent and culture-independent methods could help to ;\
overcome several limitations inherent in each technique. r n
DEVELOPPEMENT
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Dans une matrice alimentaire, la flore lactique est en compétition avec les bactéries potentiellement pathogénes et les bactéries d’altération. Peu
de données existent sur la microbiologie des crevettes, les seuls travaux concernent les crevettes nordiques (Dalgaard et al. 2003). Ainsi,
connaitre la composition de la flore bactérienne dominante des crevettes permettra d’étudier les interactions microbiennes et ainsi de pouvoir les
maitriser. La DHPLC s’est montrée efficace pour caractériser des écosystémes microbiens comme la flore intestinale humaine (Goldenberg et al.
2007). Le but de cette étude était de mettre au point une méthode DHPLC afin de suivre I'évolution de la flore bactérienne de crevettes cuites au
cours du stockage et d’identifier les bactéries présentes dans cette matrice.

Matériel et Méthodes
Tableau 1: Conditions de DHPLC

Crevettes du pacifique cuites décortiquées, sous Gradient Temps (min) %A %B
atmospheére protectrice (50% N,, 50% CO,)
Loading 0 52 48
Stockage a 5TC 3 kage a 15C n
Extraction Al baiérien total (Kit Qiagen) sl il o i =
PCR ciblant région V3 ARNr 16S Stop gradient 10.1 39 61

(Muyzer et al. 1993)

Séparation des produits PCR par DHPLC
(Tableau 1)
Elution des produits
clonage/sequencage
(4 clones/pic)

Séparation des fragments avec le Wave Microbial Analysis System
(Transgenomic, Omaha, Nebraska). Température de la colonne: 62.2C;
Tampon A (0.1 M TEAA); Tampon B (0.1M TEAA dans 25% v/v acétonitrile)

Tableau 2: Identification des bactéries aprés clonage et
séquengage des pics élués

Pic 4 clones identifiés
Résultats 1 B. thermosphacta; Uncultured firmicute; Uncultured firmicute; Carnobacterium
= ( ) 2 B. thermosphacta; B. thermosphacta; Uncultured bacterium; Pseudomonas
a
b J1 3 B. thermosphacta; Uncultured bacterium; Uncultured bacterium; Uncultured
E bacterium
é i 115 4 B. thermosphacta; B. thermosphacta; B. thermosphacta; Cyanobactérie
§ o 1 45 5 B. thermosphacta; B. thermosphacta; B. thermosphacta; B. thermosphacta
3 2
2 -]
g J33 Figure 1: Profils DHPLC des amplicons 6 Enterococcus; B. thermosphacta, Vagococcus; Vagococcus
20 apres PCR région V3 sur ADN extrait de
Temps (min) la flore bactérienne des crevettes 7 Enterococcus faecalis; Vagococcus; Enterobacteriaceae; Carnobacterium
stockées a4 5C a J1, J15 et J33 (a) et
(b) 15T & J4, J15 et J22 (b) 8 Enterococcus; Enterococcus; Vagococcus; Citrobacter
! N°1 4 13 correspondent aux pics élués 9 Enterobacteriaceae; Enterococcus; Vagococcus; Carnobacterium maltaromaticum
S
15

;E./ 10 Vagococcus; Vagococcus; Vagococcus; Carnobacterium
=]
] 6 78 1 B. thermosphacta; B. thermosphacta; B. thermosphacta; Enterobacteriaceae
c | J22
-‘-5 9,10 11 12 13 12 Enterobacteriaceae; Enterobacteriaceae; Enterobacteriaceae; Enterobacteriaceae
Q
@D
< 13 Enterobacteriaceae (séquengage direct)

Temps (min)

L’évolution des chromatogrammes montre une augmentation et une diversification de la population au cours du stockage, surtout lors du
stockage a 15<TC. Les résultats de séquengage (Table au 2) montrent qu’a 5C, Brochothrix thermosphacta et des bactéries non cultivables
composent la flore majoritaire. Tandis qu'a 15T le s bactéries lactiques des genres Carnobacterium (C. maltaromaticum), Vagococcus (V.
carniphilus/fluvialis) et Enterococcus (E. faecium/faecalis) ainsi que les entérobactéries (Citrobacter sp) composent la flore bactérienne
majoritaire des crevettes cuites du pacifique.

Conclusion

La méthode DHPLC a été appliquée avec succes pour I'étude de I'évolution et de l'identification de la flore lactique et la flore d’altération des
crevettes cuites. Cette technique automatisée présente plusieurs avantages comparée aux autres methodes d’étude d’une flore bactérienne

comme la TTGE ou DGGE car elle permet un important gain de temps et de récupérer directement les fragments séparés pour les séquencer.
Reéférences: Muyzer, G., de Waal, E.C.Uitterlinden, A.G., 1993. Profiling of complex microbial populations by denaturing gradient gel electrophoresis analysis of polymerase chain reaction-amplified genes coding for 16S rRNA.
Appl. Environ. Microbiol. 59, 695-700

Dalgaard, P., Vancanneyt, M. Euras Vilalta N., Swings, J., Fruekilde, P, Leisner, J.J. 2003. Identification of lactic acid bacteria from spoilage associations of cooked and brined shrimps stored under modified atmosphere
between 0°C'and 25T Journal of Applied Microbiolog y, 94(1):80-9.

gé)ﬂﬁq%%rg‘l,o(g.; Hermann, S. Marjoram, G., Nover-Weidner, M. Hong, G. Bereswill,S. Gobel, U.B.. 2007. Molecular monitoring of the intestinal flora by denaturing high performance liquid chromatography. J Microbiol Methods.

Remerciements: Frangoise Le Vacon ( Atlangéne Applications, Nantes ) pour I'accés a la DHPLC et Oliver Goldenberg (Transgenomic, Berlin) pour son support technique et scientifique.
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Caractérisation de I’écosystéme microbien de la crevette cuite au cours de sa
conservation par une approche polyphasique.

Crevettes décortiquées, cuites.

f!e}x . e e gel de . s (9 o { L Analyse Sensorielle : Analyses Microbiologiques :
1 pol A , épe; (dé ats) :
acrylamide-bisacrylamida), 8 M urée) dans du TAE 1,25x 3 50 : Culture dépendante(dénombre ments /isolements

& Jury entrainé de 15 personnes. o Flore totale hothophe (L.H.).
heures. Conditions de migration pour la séparation des espéces bactériennes : Db Eshtn A6 trpE T < Flore totele ot 1,8 (I?A,),( )

65T & 70, avec un gradient de 0,4T/h. daltération des produits. Culture indépendante (PCR - TTGE)
e Extraction ADN bactérien total PCR région V3.

Figure 1 : Organigramme des analyses.

RESULTATS ET DISCUSSION :
A:5C A:15C

B:15C

Figure 2 : Profils TTGE des fragments d’ADNr-168 (région V3). Piste 1 4 5, souches de (1 : Serratia 2 3 faccalis, 4 ¢ divergens, 5 : Piste j1 233,
extraits ’ADN bactériens de crevette.

Approche culture dépendante: Sur 139 isolats récoltés, 73 appartlennent au groupe des bactéries lactiques avec la presence majorltalre de deux genres : Carnobacterium (35
souches) dont principalement Cb. divergens et Cb. maitar et Ent (31 hes) avec princif Ec. li 48 isolats appartiennent a I'espéece
Br ix theri Enfin, 15 isolats sont rattachés a la famille des Enterobacteriaceae avec principals it I’ éce Serratia lig
Approche culture indépendante : En paralléle la technique PCR-TTGE sur la région V3 a permis de suivre I'évolution des populations bactériennes majoritaires au cours de la
conservation a 5 et 15T (Fig.2). La dynamique de I’ écosystéeme bactérien a pu étre observée a travers |'alternance des fragments d’ADN sur les profils de migration. On peut
noter la présence de plusieurs fragments qui ont pu étre assignés a une des souches de références teslees Il s’agit des 1ragments «a» «by» « c »,«dretcer que I’ on

retrouve sur la plupart des profils notamment au moment de I'altération et qui correspondent respecti t aux esp Br thrix th: Enter

Carnobacterium divergens, Carnob ium maltar i et Serratia liquefaci ». Ces résul blent confirmer ceux acquis par Iapproche culture dépendante.
Certains fragments n'ont toutefois pas pu étre identifiés et sont donc considérés comme inconnus. C'est le cas des fragments « f » , « g », « h » « i » et « j ». lls ne
correspondent a aucun fragl it de référence testé, le clonage et le séq ¢age seront né ires pour les identifier.

CONCLUSION :

Ces résultats montrent que la PCR-TTGE est un excellent moyen pour caractériser rapidement un écosystéme microbien complexe comme celui de la crevette. Elle apporte
des informations complémentaires a celles fournies par I'approche culture dépendante comme le montre la présence des fragments inconnus. Cette étude polyphasique a
permis de mettre en évidence les principaux genres et espéces bactériens probablement liés a I'altération de la crevette. Le travail envisagé pour poursuivre consistera a
étudier le potentiel d’altération de ces espéces en déterminant notamment le réle joué par chacune dans ce processus.
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Caractérisation moléculaire de I'écosysteme microbn complexe de la crevette cuite et
étude des flores d’altération.

Les crevettes décortiqguées cuites sont des deopFesdérées comme fragiles d’un point de vue
microbiologique, et sensibles au processus d'dltgr@rganoleptique provoqué par le développement
de certaines bactéries. Dans le but de mieux mitleur conservation, la caractérisation de
I'écosystéme microbien de ces produits a été ¥mlizar le biais d’'une approche polyphasique,
combinant des techniques dites culture-dépendagtegermettent I'identification phénotypique et
moléculaire d’isolats bactériens, et des méthoddtsire-indépendantes avec la PCR-TTGE et la
DHPLC, qui générent des empreintes génétiques tir gimn mélange d’ADN bactérien extrait
directement de la matrice crevette. Cette appra@cipermis de mettre en évidence les principaux
genres et especes de bactéries présents dans riaflonéc d’altération des crevettes décortiquées
cuites. Les bactéries lactiques constituaientdee bactérien majoritaire avec les principaux ggnr
Carnobacterium(Cb. maltaromaticunCb. divergenset Ch. alterfunditum-likg Vagococcus(Vc.
fluvialis et Vc. penaeisp. nov.),Enterococcus(Ec. faecaliset Ec. faeciumu Au sein du genre
Vagococcusune étude de taxonomie plus approfondie a pedaimettre en évidence la nouvelle
espéce/agococcus penaap. nov. Deux autres groupes bactériens importatent retrouvés dans
cet écosystéme Brochothrix thermosphactat Serratia liqguefaciendike. Pour comprendre les
mécanismes d’altération de la crevette décortiquée, le potentiel d'altération de ces bactériéséa
étudié en mettant en ceuvre des techniques d’'ansiyssorielle et d’analyse des composés volatils
produits par ces bactéries, comme la chromatogeaghiphase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse. Trois especes bactériennes se sont révesephus actives dans I'altération de ce type de
produit :Bt. thermosphactét. liquefaciendike et Cb. maltaromaticum

Mots-clés : Crevettes décortiquées cuites, TTGE, DHPY/@gococcus penasp. nov., altératiorBt.
thermosphactaSt. liquefaciendike, Cb. maltaromaticum

Molecular characterization of the complex microbialecosystem in cooked shrimp and
study of the spoilage microbiota

Cooked and peeled shrimps are considered as fifagitkstuffs from a microbiological point of view
and sensitive to the organoleptic spoilage prodessiced by the growth of specific bacteria. For a
better control of their shelf life, the charactatiosn of the microbial ecosystem of this producswa
carried out by a polyphasic approach combiningucatdependent methods, which allowed the
phenotypical and molecular identification of baikisolates, and culture-independent methods with
the PCR-TTGE and DHPLC techniques which generageetic fingerprintings from a bacterial DNA
mixture directly extracted from cooked shrimps fixatThis approach has allowed to highlight the
main bacterial genus and species present in théagpamicrobiota of cooked and peeled shrimps.
Lactic acid bacteria were the major group with theain genus: Carnobacterium (Cb.
maltaromaticumCb. divergenandCb. alterfunditurdike), VagococcugVc. fluvialisandVc. penaei

sp. nov.),EnterococcugEc. faecalisandEc. faecium Within theVagococugyenus, a more detailed
taxonomic study allowed to discover the novel spe®#agococcus penaesp. nov. Two other
important bacterial groups were found in the shriegwsystemBrochothrix thermosphactand
Serratia liquefaciendike. To understand the spoilage mechanisms oked@nd peeled shrimps, the
spoilage potential of these bacteria has been tigaésd by using sensory analysis methods and
biochemical technigues (gas chromatography couggedass spectrometry device) to determine the
volatile compounds produced by these bacteria. 'species were considered as the most spoiling
bacteria in this type of produddt. thermosphactést. liquefaciendike andCh. maltaromaticum

Keywords : Cooked and peeled shrimps, TTGE, DHPMagococcus penasp. nov., spoilagest.
thermosphactaSt. liquefaciendike, Cb. maltaromaticum



