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Abréviations

ABVT : Azote Basique Volatil Total

AFSSA : Agence Francaise de Sécurité Sanitairé\tegents

AFNOR : Agence Francaise de Normalisation

CAP : Cold Adaptation Protein (protéine d'adaptaaa froid)

CIP : Cold Induced Protein (protéine induite pairdéd)

CSP : Cold Shock Protein (protéine de choc froid)

DLC : Date Limite de Consommation

EFSA : European Food Safety Authority (Autorité @Gugenne de sécurité des
aliments)

FAO : Food and Agriculture Organization (Organigatdes Nations Unies pour
l'alimentation et lI'agriculture)

GRAS : Generally Recognized As Safe (généralensmmimu sans risques)
HPLC : High Performance Liquide Chromatography d¢ohatographie liquide a
hautes performances)

LC-MS/MS : Liquide Chromatography, double Mass $meunetry (chromatographie
liquide et double spectrométrie de masse)

LH : Long and Hammer

OFIMER : Office National Interprofessionnel des éuits de la Mer et de
I'Aquaculture

ORF : Open reading frame (phase ouverte de lecture)

pb : paire de base

Q RT-PCR : Quantitative Reverse Transcription- Rayase Chain Reaction (PCR
guantitative par transcription inverse)

TMA : Triméthylamine

TMAO : Triméthylamine Oxyde

UFC : Unité Formant Colonie



Abréviations des nhoms de microorganismes :
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AcC.:
Ae.:

Aerococcus
Aeromonas

B.: Bacillus

Bx.:
Cbh.:
Cl.:

Brochotrix
Carnobacterium
Clostridium

E.: Escherichia

Ec.:

Enterococcus

L. : Listeria

Ln.:
Lb.:
Lc.:
Oe.:
Pc.:
Ph.:
Sc.:
Se..

St.:

Sw..
Tc.:
Vce..
We.

Leuconostoc
Lactobacillus
Lactococcus
Oenococcus
Pediococcus
Photobacterium
Streptococcus
Serratia
Staphylococcus
Shewanella
Tetragenococcus
Vagococcus
: Weisella
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Introduction

En 1856, Pasteur découvre des microorganismesmonaats, responsables d’un accident de
fermentation de jus de betteraves dans une distilldu Nord de la France. Il vient de
découvrir les bactéries lactiques, une classe @eonriganismes étroitement liés a l'activité
humaine, et qui aujourd’hui encore ne cesse dargiél

Bien que leur role soit resté pendant bien longeemmg@connu, les bactéries lactigues sont
présentes depuis toujours dans l'alimentation hnemdDes vestiges de peintures et d’outils
spécifiqgues attestent de la connaissance qu’avdemtcivilisations du pourtour de la
Méditerranée des techniques de fermentation duetade la fabrication de fromages. De
méme indirectement, la fabrication de pain, ded&jides salaisons de produits carnés ou
marins et les fermentations de végétaux font iet@rvune fermentation lactique qui rend
indissociable I'alimentation humaine et les baetgtactiques.

Les bactéries lactiques forment un groupe compétXeétérogéne, qui a subi de nombreux
remaniements au cours de son existence, depuigréesieres observations d’Orla-Jensen
dans les années 1920, jusqu’'aux méthodes moléesilalfaujourd’hui. Les derniéres
modifications majeures remontent aux années 199@e @ouvelles especes sont identifiées
régulierement.

Il est aujourd’hui possible de sélectionner, idigtiet cultiver des germes pour toute sorte
d'usages : alimentaires (starters de fermentatiomédicaux (probiotiques) ou
biotechnologiques (production de molécules : bamtéres, polysaccharides). Les domaines
alimentaires principaux dans lesquels le role dastévies lactiques est reconnu sont les
produits laitiers et carnés fermentés, la panificaet la vinification. Comme on peut le
constater, il s’agit avant tout de méthodes de ewasion des aliments ancestrales qui sont
maintenant mieux maitrisées. La biopréservatioruesttechnique dérivée de ses méthodes,
qui consiste a inoculer un produit alimentaire agtes souches de bactéries sélectionnées de
maniere a inhiber la croissance des flores baciée® indésirables. Cependant, a l'inverse
des fermentations classiques elle ne s’accompagseal’pne importante transformation des
caractéristiques organoleptiques.

Cette technique prometteuse s’intégre dans le porae la technologie des barrieres : on
soumet le produit non plus a un unique processusarservation global (comme la
pasteurisation ou le séchage), mais a une suifgratessus au final peu agressifs pour le
produit dont la succession va se révéler impossilsiermonter pour les flores indésirables.

La réfrigération est un élément essentiel de lartelogie des barriéres, et constitue le mode

de conservation principal de nombreux produits Iéaitent préservés. Des lors il faut



Introduction

s'assurer que les bactéries candidates pour lardsepration soient adaptées aux
températures utilisées.

Les produits semi-préserves sont des produitsiéggilont les qualités microbiologiques et
organoleptiques peuvent se dégrader rapidementorits généralement des temps de
conservation courts, malgré une forte valeur ap@p@r exemple le saumon fumé). L’objectif
de ce travail de thése est d'isoler et de caraetéde nouvelles souches de bactéries lactiques
psychrotrophes permettant de ralentir les procedsltgration (dus a l'activité microbienne)
et de limiter le développement des bactéries pathes) Les applications de biopréservation
prévues pour ces souches sont le saumon fumé etelesttes tropicales décortiquées cuites,
deux produits semi-préservés choisis pour leur napage économique en France. Enfin les
mécanismes de résistance au froid leur donnantvantage compétitif sur les souches
décrites jusqu’a présent seront étudiés.

Ce projet s’inscrit dans les thématiques de biauédion développées a l'unité mixte de
recherche SECALIM de I'ENITIAA et au département AT (Sciences et Techniques
Alimentaires Marines) de l'lfremer. Une stratégie diopréservation basée sur la souche
productrice de bactériocin€arnobacterium divergen¥41 a déja été développée par ces
laboratoires. Ce travail s'intéressait presque wsiegement a la biopréservation du saumon
fumé vis a vis du risque liélasteria monocytogenetes recherches menées dans le cadre de
cette these se sont donc appuyeées sur I'expéraatpase en matiere de biopréservation, tout
en développant des aspects nouveaux tels quebiiim des flores altérantes avec une
application sur un nouveau produit de la mer, lescanismes inhibiteurs autre que la
production de bactériocine et la croissance a bssspérature. Enfin ces travaux ont été
menés dans le cadre du projet HURDLETECH (hurdibrielogy including minimal process
to ensure quality and safety of convenience seafodd Projet Intégré européen
SEAFOODplus visant a développer de nouvelles tdolgies de barrieres.

Dans un premier temps une collection de bactéaetiques issues de produits de la mer et
présentant des capacités antimicrobiennes a é&élaé isolats sélectionnés présentaient tous
une aptitude a la croissance a basse températeseisClats ont été caractérisés et leurs
capacités d’inhibition ont été précisées contre slmsches représentatives de la flore de
contamination des produits de la mer en milieu neode

Sept souches ont été retenues et leur potentiglogeéservation a été testé sur deux produits
semi-préserves : la crevette tropicale cuite dapofe et le saumon fumé. Des analyses

microbiologiques et sensorielles ont été effecty@es déterminer si les souches permettaient
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de réduire l'altération des produits, tout en nevpguant pas elles méme de dégradation des
caractéristiques sensorielles.

La caractéristique la plus originale de ces baetéast leur faculté de croissance a basse
température, assortie d'une incapacité a poussenea température supeérieure a 30°C
(température de croissance normale des bactémtigues). Les profils de croissance de
certaines souches ont donc été déterminés. Puisami@yses ont été faites au niveau
moléculaire pour expliquer les facteurs responsalide cette particularité : analyses

protéiques et génétiques.
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1) Les produits de la mer semi-préservés

Les produits de la mer sont des aliments tréslésgdont les qualités microbiologiques et
organoleptiques se modifient rapidement aprés Ilptuca. Pendant longtemps, la
commercialisation du poisson était tributaire dietdeur des circuits de distribution. Avec le
développement des transports, les populationsardhiin du littoral ont eu plus facilement
acces a ces produits, permettant le développeneenbuveaux marchés tels que les produits
semi-préserves, qui attirent de plus en plus hgitb@ des consommateurs. Comme leur nom
I'indique, ces produits n'ont subi qu’une transfation légere, permettant de conserver au
mieux leurs qualités nutritionnelles et organolgpéis. On classe dans cette catégorie les
produits salés, séchés, fumés, marinés dont leiqall ést supérieur a 5 et le taux de sel
inférieur & 6% en phase aqueuse, ainsi que lesupsoltgerement cuits. On peut citer
quelques exemples comme les poissons fumés (paleoignt le saumon, la truite et le
hareng), les poissons marinés (carpaccio de saetmtruite, filets d’anchois), les poissons
salés/dessalés et conserves quelques semainegid®@sbasse température (principalement
la morue), les crevettes cuites décortiquées eddizgles a base de produits de la mer dont la
consommation en France a été multipliée par 2,5ee€2001 et 2005 en France (données
OFIMER). Ces produits sont microbiologiquement gdas pour plusieurs raisons. Tout
d’abord les différentes étapes des processus dedtibn comportent des manipulations
importantes, les exposant aux contaminations. De f@s procédés n’incluent pas d’étapes
permettant d'éliminer totalement la flore microlsier(endogene ou contaminante). Enfin ces
produits sont souvent conservés plusieurs semandémsse température, permettant le
développement de micro-organismes psychrotrophast fhir, la plupart de ces produits
sont préts a consommer et ne requierent donc pasiskon de la part du consommateur, ce

qui exige un niveau de vigilance accru vis a vis dentaminations bactériennes.

Parmi les produits concernés, les cas du saumor fetmde la crevette tropicale, deux
produits dont I'importance économique en Francerstonstante augmentation ces dernieres

anneées vont étre développés dans les chapitreanssiiv
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1.1 La crevette tropicale

Commerce et consommation

La production mondiale de crevette est d’environ millions de tonnes (données
FAO/Globefish 2004), dont 25% provient de l'élevadea France est le second pays
d’Europe importateur de crevettes, derriere 'Esgagvec un volume de plus de 100 000
tonnes en 2006 (OFIMER, 2006). Ce volume est stadriis plusieurs années. Plus de 80%
des importations concernent la crevette tropicplearrive sous forme congelée. Le Brésil est
le premier fournisseur avec prés de 18% du totaliagortations, suivi de 'Equateur dont
I'exportation vers la France est en nette progoessen 2006, la crevette représentait le
troisieme produit de la mer le plus importé en Eearderriére le thon et le saumon. Il reste
cependant le premier poste en terme de valeur mwadehavec plus de 560 millions d’euros
(OFIMER, 2006). Les crevettes tropicales congelgest principalement destinées a la
cuisson et sont ensuite revendues sur glace (57%oblume total), le reste étant vendu
congelé (36%) ou cru (7%) (OFIMER, 2001). L'acéuite cuisson des crevettes regroupe une
vingtaine d'entreprises en France. Le poids dexdgsaet moyennes surfaces est trés fort dans
ce secteur, et la plupart des entreprises de tianafions travaillent comme prestataires de
ces enseignes par le biais d'une rémunérationlawéicrevettes cuites. Prés des deux tiers
des ventes de crevettes cuites ou congelées ssergan grandes surfaces, contre 15% dans
les poissonneries et les enseignes spécialiségsoenits surgelées. La restauration hors
foyer représente 20% du total des ventes (OFIMER1R En Europe, les produits vendus
doivent obligatoirement porter les mentions suigantnom de l'espece, mode de production
(péche ou aquaculture) et océan ou pays d'origespéctivement en cas de péche ou en

aquaculture).
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Réception produit congelé

Déballage, mise en paniers o
supports de cuisson

l

] . Traitement éventuel aux
Décongélation <',:| o .
9 métabisulfites
v Objectif a atteindre : 70°C a
Cuisson —> coeur.
A 4
Arrét de cuisson,
refroidissement par la saumure
A 4
Egouttage
A 4
Conditionnement sous <— 50% CGQ / 50% N
atmosphere modifiée
Produit fini —> Conservation a 4°C

Figure 1 : Schéma du procédeé type de cuisson de®cettes.

Production

La plus grosse partie des crevettes importées amc€rsont congelées, crues et entieres. |l
n'existe pas de regles strictes a suivre pour lasen des crevettes, chaque entreprise
disposant de son propre procédé. Cependant it slami traitement simple, pour lequel les

différences sont assez mineures. Un diagrammeabe$s standard est présenté en figure 1.

Il faut soigneusement contrbler la contaminatiorcrobiologique, en particulier apres la
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cuisson. La qualité de I'eau en particulier dai¢ &@réprochable, sous peine de contamination
du produit. La premiére étape consiste a déconggdgrroduits. Cette étape est généralement
réalisée dans un bain d'eau de mer décontamin@mnmpetature ambiante, auquel il est
possible d'ajouter des métabisulfites pour empélehabircissement des crevettes lié a une
action enzymatique produisant de la mélanine. Li@alde cette étape est variable mais elle
est en moyenne d'une dizaine de minutes. Les tesvebdnt ensuite placées dans des paniers
métalliques qui seront plongés dans le bain desonisCelle-ci se déroule en eau douce ou
salée (20%) chauffée a une température de 90 aC1@¥ 2 a 5 minutes, les crevettes
atteignent une température a cceur supérieure a. B sont ensuite refroidies dans un

bain de saumure, égouttées et conditionnées.

Flore d’'altération de la crevette

La flore de la crevette est complexe et demeurerentargement méconnue a I'heure
actuelle. De plus, la majorité des études parues @ur portent sur la flore de la crevette

nordique, dont les importations sont minoritaires-eance.

La durée de conservation d’'une crevette tropicate&ee sur glace est d’environ 6 jours. La
flore d’altération est alors principalement commoste bactéries aérobies a Gram-négatif
telles quePseudomonas fraget Shewanella putrefacien@l-Dagal & Bazaraa, 1999). La
conservation sous vide des produits de la mer ieetnane réduction notable du nombre de
Pseudomonagbactéries aérobies), mais la croissancé&we putrefaciens'est pas ralentie.
En effet celle-ci utilise le TMAO (Trimethylamine-@xyde) pour la respiration anaérobie.
On note également dans ce type de produit une fprésence dePhotobacterium
phosphoreundue au fait que cette bactérie utilise aussi leATOM et que sa croissance est
rapide a basse température (Dalgaetrél, 1993). L'emballage sous vide augmente peu la
durée de vie des produits de la mer. La conservatos atmosphere modifiée (augmentation
du taux de C@ dans l'emballage) permet dinhiber aussi bien Hastéries du genre
Pseudomonague celles du gen@hewanellaCe type de conservation permet d'allonger la
durée de vie des produits a base de viande jugdujaurs, contre 1 a 3 jours a l'air libre
(Gram & Huss, 1996). Mais ce phénomeéne est beaunaips marqué pour les produits de la
mer du fait de la différence de composition du pro¢grande disponibilité du TMAO, utilisé
parP. phosphoreurpour la respiration anaérobie) et de la flore gméss a I'origine (Dalgaard
et al, 1993).
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La cuisson permet I'élimination d'une partie desrovorganismes présents a l'origine sur le
produit, mais il est probable que les barémes d&saon (2 min a 71-73°C a cceur) ne suffisent
pas pour éliminer la flore présente dans le tragasro-intestinal. Par ailleurs, les étapes
suivantes de la préparation sont la source d’'umitante recontamination. Ainsi en sortie
d’'usine, sur 7913 échantillons de crevettes areig@andalus borealisdes taux de flore
totale inférieurs & TOUFC/g ont été relevés dans 54% d'entre eux, et @3A%montré des
taux de coliformes inférieurs a 1 par gramme (Maltissonet al, 1998). La durée de
conservation est étroitement dépendante de la taitopé de stockage et du mode de
conditionnement (sous air, sous vide ou sous athewspmodifiée). La durée de vie de
crevettes décortiquées cuites passe de 9 joursasoas sous vide a 12°C, a 15 jours si elles
sont emballées sous atmosphere modifiée. De ménhe, température de conservation est
inférieure a 8°C, la durée de vie est étendue ajolfis quel que soit le mode de
conditionnement (Rutherforet al, 2007).

En fin de conservation, des taux quasiment équitslde flore totale psychrotrophe (sur
milieu LH a 15°C) et de flore lactiqgue ont été v@lg, indiquant un réle prépondérant des
bactéries lactigues dans l'altération de ce profidélgaard & Jorgensen, 2000). Dans les
crevettes cuites décortiqguées, marinées ou nonbaldgries des genr€arnobacteriumet
Enterococcusont été retrouvées en temps que flore dominantedes produits altérés
(Dalgaardet al, 2003 ; Mejlholmet al, 2005). Les analyses sensorielles réalisées sur de
produits marinés naturellement contaminés ont éledéveloppement d’'odeurs de poisson
et de saveurs acides et ameres (Dalgaard & Jomnge?@@0). L'inoculation de cultures pures
de Cb. divergenset Cb. maltaromaticumsur des crevettes emballées sous atmospheére
modifiée a provoqué I'apparition d’odeurs aigreislopées, maltées et sucrées, ainsi que de

taux éleves d’azote volatile et de tyramine (Lanesteal, 2006).

Flore pathogéne de la crevette

La crevette cuite est un produit prét a consommeng requiert pas d'étape finale de cuisson
de la part du consommateur. Il faut donc étre @aiérement vigilant par rapport aux
éventuelles contaminations par des bactéries pattesgListeria monocytogenesst une
bactérie pathogéne dont l'ingestion peut provodadistériose humaine, une maladie rare
mais dont la |étalité est élevée et peut alleryiézs§0% en fonction de la dose et de la fragilité
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du sujet. Elle est principalement d'origine alinaémet (Hof, 2003). Sa présence dans les
produits préts a consommer réfrigérés est probigo®tdue a sa nature psychrotrophe. Des
investigations menées sur la fabrication des crevetrctiques Randalus borealis
décortiquées cuites ont montré une contaminatiopoitante des usines et des matieres
premiéres par cette bactérie pathogene, mais pmhaht grace a I'étape de cuisson aucune
souche n’a été retrouvée dans les produits finisd(@indsdottiret al, 2006). A l'inverse,
Valdimarssonet al. (1998) ont constaté la présence de monocytogeneslans 2%
d’échantillons du méme type de produit en sortigsithe. Si cette étude a clairement mis en
évidence que les conditions d’hygiéne dans lesesssemblent déterminantes pour la qualité
microbiologique du produit fini, elle a aussi ma@ntjue les indicateurs classiques d’hygiéne
(flore totale sur PCA et entérobactéries) ne saad porrélés avec la présence lde
monocytogenesSi ce pathogéne est rarement présent dans lastélcins commerciaux de
crevettes, sa croissance peut s’y révéler tresleagurtout en cas de mauvais contréle de la
température de stockage. Ainsi Mejlhokh al. (2005) ont montré que dans des crevettes
(Pandalus borealisartificiellement contaminées, le taux e monocytogenepouvait étre
multiplié par 100 en 20 a 21 jours a 2°C, 8 a 99au5°C et 4 a 5 jours a 8°C. De méme, si
I'emballage sous atmosphére modifiée semble leleneimoyen de contrdler la croissance de
L. monocytogenedans des échantillons de crevettes tropicalesriigeées cuites, le role de
la température reste prépondérant (Rutherérdl, 2007). Au dessus de 3°C, l'efficacité de
'emballage sous atmosphere modifiee diminue c@malllement, ce qui rend nécessaire
d’envisager d’autres moyens de limiter la proliféma de ce pathogéne pendant les phases de
transport et de stockage chez les consommateurs.

1.2 Le saumon fumé

Commerce et consommation

La production mondiale de saumon était de 2 milide tonnes en 2002, dont 60% provient
de I'élevage. La France importe pour sa seule consation intérieure prés de 110 000
tonnes de saumon par an, ce qui en fait le plus grarché européen a égalité avec le
Royaume-Uni (OFIMER, 2004a). Le saumon représentei deul 9% du volume de la

consommation de poisson en France, avec prés dg [fak an et par habitant. C'est la

deuxieme espeéece la plus consommeée derriere le thon.
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Sur 'ensemble de I'Europe en 2003, I'industrie shumon fumé a utilisé environ 150 000
tonnes de saumon pour produire 85 000 tonnes d#uiprbni. La France est le premier
producteur européen avec pres de 23 000 tonneandéillemagne, le Danemark et le
Royaume-Uni. En France, une vingtaine de socieéé®gartissent la production de saumon
fumé et 8 d'entre elles produisent plus de 100@dasmar an. Environ 15% de la production

est exportée, principalement vers ['ltalie et légRpie.

La France représente derriere I'Allemagne le deugiénarché européen de saumon fume
avec une consommation d’environ 24 000 tonnes (@ERM2004b). Environ 85% de ce
volume est produit en France. Si la saisonnalisterémportante (environ 30% des ventes
réalisées lors des fétes de fin d’année), le saufuomé est devenu un produit de

consommation courante grace a une baisse regdksrprix (OFIMER, 2004b).

Le saumon fumé bénéficie d’'une bonne image aupess abnsommateurs, apparaissant
comme un produit sain et naturel. Cependant I'htgstde certains consommateurs par
rapport a I'élevage et I'aquaculture pourrait eimea un phénomene de rejet dans le futur. De
méme les alertes sanitaires, méme si elles repwmntnombreuses a I'heure actuelle ont

tendance a avoir un fort impact négatif sur lede®n

La fabrication du saumon fumé

Le fumage de la viande remonte probablement a éhigtoire, et constitue un des plus

anciens moyen connu de conservation des alimeetdumage du poisson est plus récent
(Moyen-Age), mais représente un procédé traditibulams les pays du nord de I'Europe

(Knockaert, 2002). Le traitement complet compreraist étapes distinctes : le salage, le

séchage et le fumage.

Les poissons saigneés et éviscérés sont amenés Igew e transformation ou ils sont rincés,

etétes, filetés, parés, désarétés et parfois pé€lés. premiéres étapes sont une source
importante de contamination, du fait que les batédes ouies, de la peau et du tractus
intestinal peuvent étre en contact avec la char.salage des filets au sel sec a pour but
d’éliminer une partie de I'eau qui les constituepérmet aussi de raffermir les chairs,

empéche la décoloration et confere un certain godpoisson. Les produits francais ont

généralement une composition finale de 2,5 a 3j& gel pour 100 g de chair et 60 a 65%
d'eau (Knockaert, 2002). Une méthode de plus ers @mployée consiste a injecter

10
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directement de la saumure dans les filets au mdgefines aiguilles. Cette méthode permet
un gain de poids de 4 a 8%, mais les risques demamation croisée (aiguilles ou saumure)

sont plus élevés. Apres 2 a 10h de repos, les fisoshint rincés a I'eau claire.

Le séchage s’effectue uniqguement avant le fumédgadh Cette étape permet de continuer la
diminution de la teneur en eau. Elle dure envirbreipermet de retirer des filets environ 1 a
1,5% d’eau par heure (Knockaert, 2002).

Le saumon salé et séché est soumis a I'action figriée provenant de la combustion de bois
durs tels que le hétre ou le chéne. En Franceulm@a est fumé a froid (25°C) par opposition
au fumage a chaud (70°C) pratiqué dans d’autres.pay fumage est réalisé dans une
enceinte thermostatée avec une humidité relativ®tre de 60%. Le filet continue donc de
se déshydrater pendant qu’il s'imprégne des congpeskatils de la fumée. La composition
chimique de la fumée est tres variable. Plus de d@l@posés volatils différents ont été
identifiés, notamment des phénols, des alcools, at@des organiques, des composés
carbonylés et des hydrocarbures (Cardietlal, 1997 ; Varletet al, 2006). Ce sont
principalement les phénols qui donnent au prodsitdrdmes typiques (Knockaert, 2002). La
durée du traitement peut varier de 2 a 12 h seldypple d’installation et le produit désiré. Les
filets sont ensuite trancheés, ce qui représerpéuimportante source de contamination aprés
traitement. Les produits sont distribués en I'éayon traiteur) ou conditionnés sous vide. La

conservation se fait a +2°C avant I'expédition.

La date limite de consommation (DLC) est généralgnde 3 semaines. Plus un saumon est
salé et fumé, plus les flores naturellement présemsont inhibées (Leraet al, 2000).
Cependant les teneurs en NaCl couramment appligueEsance n’ont pour seul effet que de
ralentir la croissance bactérienne sans l'arrét@s produits contiennent souvent moins de 1
mg de phénol pour 100 g de chair, et ces compamdis davantage recherchés pour les
caractéristiques organoleptiques qu’ils transmettn produit plutét que pour leur effet
bactériostatique. Le séchage, le conditionnememns sale et le maintient du produit a une

température inférieure a 4°C participent aussicoleservation.

11
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Evolution de la flore du saumon fumé

Le saumon fumé est un produit microbiologiquemeagife pour plusieurs raisons :

- son processus de fabrication comporte de noméseatmpes durant lesquels il est
manipulé et exposé aux contaminations (manipulstelames des couteaux ou
trancheurs, tapis de convoyage, environnement...)

- le procédé n’inclut pas d’étape bactéricide

- la durée de conservation est suffisamment longu& permettre la croissance de
bactéries psychrotrophes

- il est consommeé cru, sans étape finale de cuigapte consommateur

La flore du saumon fumé a été I'objet de nombreudstades au cours des derniéres années
(Leroi et al, 1998 ; Truelstrup-Hansest al, 1998 ; Paludan-Mulleet al, 1998 ; Gonzalez-
Rodriguezet al, 2002 ; Cardinakt al, 2004 ; Olofssoret al, 2007). Il en ressort que la
microflore est extrémement variable selon la matigremiere, le traitement du produit et
I'usine de production. Les principales especesdittnes identifiées lors de ces études sont

regroupées dans le tableau 1.

Le taux initial de contamination dépend plus foamnde l'usine de production que de
l'origine de la matiére premiére (Leret al, 1998). Il varie généralement entre’* # 10
UFC/g (Truelstrup-Hansen & Huss, 1998 ; Cardietlal, 2004). La microflore est alors
dominée par des germes a Gram-négatif typiques aigs@n tels queShewanella
PseudomonasAeromonas Photobacterium Vibrio ou Moraxella (Paludan-Mulleret al,
1998 ; Leroiet al, 1998 ; Olofssort al, 2007).

La conservation du saumon fumé se fait généralestarg vide a des températures comprises
entre 2 et 4 °C. Durant cette période la populabiactérienne augmente rapidement, et des
concentrations de l'ordre de 1@ 1 UFC/g sont souvent observées aprés 3 semaines.
L’équilibre des populations s’inverse nettemerd, bactéries Gram-positives et en particulier
les bactéries lactiques dominant généralement ¢aoftore en fin de conservation (Leret

al., 1998 ; Paludan-Mulleet al, 1998 ; Olofssoret al, 2007). Les genres principalement
retrouvés sontCarnobacteriumet Lactobacillus Des entérobactéries telles gieoteus
vulgaris ou Serratia liquefaciengeuvent aussi étre présentes en grande quantirizilez-
Rodriguezet al, 2002 ; Rachmaat al, 2004). EnfinBrochotrix thermosphactdactérie

12
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Tableau 1 : Genres et especes de bactéries altéremisolées du saumon fumé

Types de bactéries Références

Bactéries a Gram négatif

Enterobacter agglomerans Paludan-Mullert al, 1998 ; Truelstrup-Hansen &
Huss, 1998 ; Jorgensemal, 2000b

Hafnia alvei Truelstrup-Hansen & Huss, 1998 ; Jorgenseal,
2000b

Proteus(mirabilis, vulgarig Gonzalez-Rodrigueet al, 2002

Rahnella aquatilis Paludan-Mulleret al, 1998

Serratia liquefaciens Paludan-Mullert al, 1998 ; Truelstrup-Hansen &

Huss, 1998 ; Jorgensenal, 2000b ; Gonzalez-
Rodriguezet al, 2002

Serratiamarcescens Truelstrup-Hansen & Huss, 1998

Serratiasp. Olofssoret al, 2007

Acinetobactesp. Gonzalez-Rodriguezt al, 2002

Moraxellasp. Gonzalez-Rodriguez al, 2002

Pseudomonasp. Gonzalez-Rodriguext al, 2002

Shewanella putrefaciens Leroi et al, 1998

Aeromonaspp. Leroiet al, 1998 ; Paludan-Mullegt al, 1998 ;
Jorgensert al, 2000b ; Gonzalez-Rodriguez al,
2002

Photobacterium (phosphoreum, Gram & Huss, 1996 ; Lerat al, 1998 ; Paludan-

iliopiscarium) Muller et al, 1998 ; Jorgensegt al, 2000b ; Olofsson
et al, 2007

Vibrio spp. Paludan-Mulleet al, 1998 ; Truelstrup-Hansen &

Huss, 1998 ; Gonzalez-Rodrigueizal, 2002

Bactéries a Gram positif

Brochotrix thermosphacta Leroi et al, 1998 ; Paludan-Mullegt al, 1998 ;
Truelstrup-Hansen & Huss, 1998 ; Gonzalez-Rodriguez
et al, 2002 ; Rachmaat al, 2004 ; Olofssort al,

2007
Carnobacteriun{divergens Leroi et al, 1998 ; Paludan-Mullegt al, 1998 ;
maltaromaticum Truelstrup-Hansen & Huss, 1998 ; Gonzalez-Rodriguez

et al, 2002 ; Rachmaat al, 2004
Lactobacillus (alimentariuscasej Leroi et al, 1998 ; Truelstrup-Hansen & Huss, 1998 ;
coryneformiscurvatus delbrueckij Gonzalez-Rodrigueet al, 2002 ; Rachmaat al, 2004
farciminis homohiochij plantarum

sake)

Lactococcusp. Paludan-Mulleret al, 1998
Leuconostog¢carnosum Truelstrup-Hansen & Huss, 1998 ; Jorgenstal,
mesenteroidegelidun) 2000b

Weisella kandleri Gonzalez-Rodrigueet al, 2002

Listeria (innocua, welshimeri, Gonzalez-Rodrigueet al, 2002

seeligeri)

13
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typique de l'altération de la viande peut étrea@tée en quantité variable sur le produit
(Gonzalez-Rodrigueet al, 2002 ; Olofssoret al, 2007). Le conditionnement sous vide
permet d’augmenter la durée de vie du saumon fumés cette augmentation n’est pas aussi
importante que celle observée par exemple powprteduits a base de viande (Dalgaatal,
1993). Ceci s’explique par le fait que les bactnmrines telles qughewanella putrefaciens

et Photobacterium phosphoreusont capables d'utiliser I'oxyde de triméthylamifféAO)
comme accepteur final délectrons pour la resmratanaérobie (Dalgaard, 1995) et de
produire de la trimétylamine (TMA) tres malodoranénsi que de I'tS. Par ailleurs, les
bactéries lactiques, dont certaines espéces d@narates, se développent bien en conditions

anaérobie.

La flore d'altération du saumon fumé

Le rbéle des germes les plus fréequemment isolégaliujits altérés a été étudié, de maniere a
comprendre quelles sont les sources de changewrgatisoleptiques néfastes pour le produit.
Pour cela, des cultures pures ont été ensemenuéaies produits, et leurs effets sur les

odeurs et les composés volatils ont été analysés.

Les bactéries a Gram negatif, si elles font rardrpartie de la flore principale d'altération,
restent cependant capables d'altérer ce prodles Ebnt capables de produire de la TMA, qui
est responsable de l'odeur caractéristique de groigsurri (Gram & Huss, 1996). Il a été
montré queSe. liquefaciengtait tres altérant, dégageant des odeurs amifiéesge, acide
ou caoutchouc, notamment grace a la productionM& {Stohr et al, 2001 ; Joffraucet al,
2001). Ph. phosphoreunest une espece fortement altérante sur les paidsais emballés
sous atmosphére modifiée, mais elle semble jouadlenplus modéré dans l'altération du
saumon fumé. De plus, une grande variabilité sE@ouche a été notée (Lemtial, 1998 ;
Stohr et al, 2001). Cependant certaines études établissentbanee corrélation entre la
qualité sensorielle et la production de tyramind’eistamine, cette derniere n'étant produite
dans le saumon fumé que . phosphoreunfJorgenseret al, 2000a ; Jorgensest al,
2000b). Sh. putrefaciensgerme typique d’altération du poisson frais,\brio sp. n’ont
jamais été impligués dans les phénomenes d’albéralti saumon fumé, méme lorsqu’ils ont

été inoculés en grande concentration.
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La flore d'altération principale du saumon fuméecesnposée de bactéries a Gram positif. La
faculté des bactéries lactiques a produire dedkaleictique a partir des sucres présents dans la
matrice peut entrainer une chute de pH néfaste lpopiroduit. Ainsi la présence de culture
pures des especdsh. farciminis Lb. sakeiet Lb. alimentariusa entrainé une légére
acidification, le pH passant de 6,2 a 5,7 aprésniasnes de stockage a 6°C. Pour les produits
ensemences avec les espdtbsmaltaromaticunet Bx. thermosphactde pH final se situait
aux alentours de 5,9 (Stoht al, 2001 ; Joffrauckt al, 2001). Certaines bactéries lactiques
sont reconnues comme des germes tres altérantsuracroissance rapide leur permet d'y
atteindre des taux suffisants pour produire desredputrides et de 11$. Les especesb.
farciminis et Lb. sakei ont aussi provoqué une forte production d'ABVT,ignaans
augmentation de TMA, tandis que les espddesalimentarius Cb. maltaromaticunet Bx.
thermosphacta'ont montré qu'une faible capacité de produdiéBVT (Stohret al, 2001).
Plus des trois quarts des espece8xlethermosphactéestées en milieu jus de saumon ont
montré une forte capacité de production d'odeuésaaites de type fromage et aigre (LezDi

al., 1998). Ces résultats se retrouvent aussi enreybwre sur saumon fume stérile, avec des
odeurs rances, de beurre ou de plastique (Stbhat, 2001). Cependant elles sont souvent
minoritaire par rapport aux bactéries lactiquessdes produits naturellement contaminés
avec des taux de i@ 10 UFC/g (Truelstrup-Hansen & Huss, 1998), ce quiuigteur
pouvoir altérant. Les bactéries lactiques peuverssiajouer un rble prépondérant dans la

production d'odeurs altérantes sur ce type de jfrasumme nous le verrons au chapitre 2.

La flore pathogene du saumon fumé

D'apres les différentes études menées sur la me&skngermes pathogenes dans le saumon
fumé, le risque principal provient de bactériescphsgtrophes a Gram positif telles que
Listeria.  monocytogeneset Clostridium botulinum (Huss, 1997). Elles proviennent
généralement de contamination au cours du procelestabrication, mais peuvent aussi étre
présentes sur la matiére premiére (Hetsal, 2000). La présence &aphylococcus aurewa
déja été observée dans le saumon et la truite fi@edezalez-Rodrigueet al, 2002), mais sa
croissance est inhibée par le froid, de méme glle des germes mésophiles tels que les
salmonelles et les coliformes. Les especes patlesgéeVibrio telles queVibrio cholerae
Vibrio vulnificus et Vibrio parahaemolyticus'ont jamais été mises en évidence dans le
saumon fumé, ce qui s'explique par le fait quebaeséries sont originaires des eaux chaudes

tropicales ou tempérées en fin d'été.
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Parmi les différentes espéces @ botulinum seules les souches de types E sont
psychrotrophes et susceptibles d'étre retrouvérs s produits de la mer (Huss, 1997).
Elles sont capables de produire une neurotoxingoresble du botulisme. La concentration
de sel requise pour inhiber la croissanceCiiebotulinumest de I'ordre de 5% en phase
aqueuse (correspondant a environ 3 g pour 100 chdie). Cependant la combinaison d'un
taux de sel de 3% (phase aqueuse) avec la consengatbasse température (inférieure a
10°C) est suffisante pour controler efficacementrtzissance de ce pathogéene pendant toute

la période de conservation (21 jours) (Huss, 1997).

La fréequence de contamination du saumon fumé jpar monocytogenesvarie
considérablement selon les études, allant de 3@®& échantillons analysés (Ben Embarek,
1994 ; Heinitz & Johnson, 1998 ; Jorgensen & Huk398 ; Dauphinet al, 2001 ;
Gudmundsdottiet al, 2005). Une étude menée en Australie a montrdegiproduits de la
mer étaient des denrées a haut risques vis a \ae gathogene (Sumner & Ross, 2002). Et si
aucun cas de listeriose n'a pu étre relié direatérmda consommation de saumon fume, les
retraits de lots pour cause de contamination séquents (Rocoust al, 2000). Les souches
retrouvées sur les produits finies indiquent qaedine de la contamination est souvent le
procédé de fabrication, méme si la matiére pren@stéréquemment contaminée (Hessl,
2000 ; Dauphiret al, 2001).

De nombreux travaux mettent en évidence le faitlgqugroissance de. monocytogenesst
possible dans les conditions de conservation dmmsaufumé (Jorgensen & Huss, 1998 ;
Duffes et al, 1999a ; Cornwet al, 2006). Ainsi Brilletet al. (2004) ont observé que des
souches dé&. monocytogenemoculées & 20 UFC/g atteignaient-10° UFC/g en 28 jours
de conservation a basse température. De méme spratiuits naturellement contaminés, 8%
des échantillons ont montré un taux ldemonocytogenesupérieur a 100 UFC/g en fin de

conservation a 5°C (Jorgensen & Huss, 1998).

La réglementation en terme de contamination dedyi® parL. monocytogenesst trés
variable selon les pays. Certains pays ont undiguodi préconisant l'absence totale de ce
germe dans 25 ou 50 g de produit : Etats Unis, @anamérique du Sud et Italie. En Europe,
on tolére jusqu'a 100 UFC/g a la DLC (CE 2073/288% commission Européenne).
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2) Les bactéries lactiques dans les produits de la mer

2.1 Les bactéries lactiques dans Il'alimentation

Caractéres bactériologigues et taxonomiques

Les bactéries lactiques sont des microorganismegpuitdires susceptibles d'étre retrouveés
dans tous types d'habitat. Elles accompagnenivitéichumaine au quotidien, en temps que
bactéries de la flore commensale, de la flore imale ou de la flore alimentaire. Une
caractéristique commune permet cependant de |d®ruan un seul et vaste groupe : leur
capacité a fermenter les hydrates de carbone de &mtique (Dellaglicet al, 1994). Elles
partagent en outre un certain nombre de caradtgrest communes, qui forment la base de
leur classification. Ce sont des bactéries a Grasitih asporulées, anaérobies, catalase
négative, oxydase négative. Le contenu en GC deABIN varie de 33 a 54%, ce qui les
classe dans les bactéries a faible pourcentageGl@Mato & Osawa, 1987). Elles sont de
métabolisme chimio-organotrophes, ce qui signifig'elles utilisent comme source
énergétique des substances hydrocarbonées tekesegusucres, les alcools et les acides
organiques (voir figure 2). Elles possedent soudast exigences nutritionnelles complexes
en terme d'acides aminés, de peptides, de vitamiessels, d'acides gras et de sucre
(Dellaglio et al, 1994).

Le tableau 2 présente les principaux genres deétestlactiques et les caractéristiques
physiologiques qui forment la base de la clasgiboaet de l'identification. Plus récemment,
I'approche moléculaire de la taxonomie, et plusi@dierement I'hybridation ADN-ADN et
le séquencage du géne de I'ARNr 16S ont permidindafcette classification. Cela a
notamment abouti a la séparation du geBteptococcusen Streptococcus sensu stricto
Lactococcuset EnterococcugSchleiferet al, 1995). De méme le gen@arnobacteriuma été
créé pour regrouper des espéecesalgobacillusproches (Collingt al, 1987), et les genres
Tetragenococcust Aerococcussont issus du genkediococcugiont ils forment des lignées
phylogénétiques distinctes (Collire$ al, 1990). Enfin le genr®enococcus été créé pour
regrouper des bactéries isolées du vin et précédennclassées dans le gehsconostoc
(Dicks et al, 1995).
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Figure 2 : Principales voies cataboliques du gluceschez les bactéries lactiqgues (adapté

de Dellaglioet al., 1994).
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Tableau 2 : Principaux genres de bactéries lactiqse

Genre Forme de la Type de Configuration de Espéce type
cellule fermentation I'acide lactique
Aerococcus Coques Homofermentaire Ac. viridans
Carnobacterium Bacilles Hétérofermentaired.(+) Cb. divergens
Enterococcus  Coques Homofermentaird.(+) Ec. faecalis
Lactobacillus Bacilles Homo ou hétéro- D(-), L(+) ou Lb. delbrueckii
fermentaire D/L
Lactococcus Coques Homofermentaire_(+) Lc. lactis
Leuconostoc Coques HétérofermentairB(-) Ln. mesenteroides
Oenococcus Coques HétérofermentairB(-) Oe. oeni
Pediococcus Coques HomofermentaireD/L ou L(+) Pc. damnosus
Streptococcus  Coques Homofermentaird.(+) Sc. salivarius
TetragenococcusCoques Homofermentaird_(+) Tc. halophilus
Vagococcus Coques ovoides Homofermentairg(+) Vc. fluvialis
Weissella Petits bacilles Hétérofermentaii@/L ou D(-) We. viridescens

Roéle des bactéries lactiques dans l'altération dediments

Les bactéries lactiques sont frequemment assodéemaniere positive a ['alimentation
humaine, a travers la fermentation d'une grandéteade produits (Rosst al, 2002). Elles
sont présentes en temps que flore technologique ldarproduits laitiers (yaourts, fromages),
les produits carnés (charcuteries), les produitgétaux (choucroute, pickles, olives
fermentées), les levains de panification et lesdmis alcoolisées (vins, bieres blanches,
sake) (Leroy & De Vuyst, 2004). Cependant leur getemps qu'agents altérants est aussi

reconnu dans une vaste gamme de produits.

Sur les produits a base de viande, la croissansebaetéries lactiques entraine I'apparition
d'odeurs et de saveurs aigres ou rances (duepradance d'acide lactique ou d'acides gras
volatils), de substance visqueuse (due a la pramude polysaccharides) et de verdissement
(d0 a la présence de peroxyde d'hydrogene) (Labadi@9 ; Vermeireret al, 2005). Des
bactéries lactiques des espeéCds divergenset Lb. sakeiont été retrouvées parmi la flore
altérante de viande de beeuf réfrigérée (Erceliral, 2006). De méme il a été montré due
mesenteroidepouvait faire partie de la flore d'altération pipale de produits de type

jambon (Vermeireret al, 2005).
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Bien que minoritaires par rapport aux levures, textéries lactiques participent a la
fabrication de certains types de vins et de bifleesbic, bieres blanches, et bieres acides de
fermentation haute) (Derdelinckgt al, 1994) principalement par l'intermédiaire de la
fermentation malolactique. Cependant elles peusassi faire partie de la flore d'altération
de ces produits. Dans les vins, les phénomeénegigéré lactique" (augmentation de 'acidité
en fin de fermentation), l'augmentation de la & (due a la production de
polysaccharides) et la production de saveurs inaldiss ont été reliees a la présence de
bactéries des genrgdenococcus Leuconostoc Pediococcuset Lactobacillus (Lonvaud-
Funel, 1999). Dans la biere, les gentextobacillus (principalement représenté par les
especed.b. breviset Lb. lindner) et Pediococcuspeuvent étre a l'origine d'accidents de

fermentation (Sakamoto & Konings, 2003).

Certaines métabolites peuvent étre présents suipmehiits altérés sans étre pour autant
détectables au niveau sensoriel, comme par exetaplamines biogénes. Ce sont des
composes azotés, dérivés de la décarboxylatioredairts acides aminés. Lorsqu'elles sont
absorbées en trop grandes quantités, elles peldtemtresponsables de maux de téte,
hypotension, crampes abdominales, diarrhées etssemients (Silla Santos, 1996). Leur
synthese dans les aliments est principalement dda présence de microorganismes
spécifiques, dont les bactéries lactiqgues (tenkBeihal, 1990). De nombreuses études ont
mis en parallele la présence de bactéries lactiguksproduction d'amines biogénes dans les
fromages (Joosten & Nunez, 1996), le vin (Lonvauddt, 2001), et les produits a base de
viande (Massoet al, 1996 ; Suzzi & Gardini, 2003).

2.2 Les bactéries lactiques dans les produits de|  a mer

Origine des bactéries lactiques dans les produitseda mer : présence chez les poissons

vivants

La microflore des produits de la mer dépend dei@lus facteurs, dont la charge bactérienne
de la matiére premiére (ici I'animal vivant : poisu crevette). La microflore des poissons
est répartie sur les surfaces d'échange avecrtemament : la peau, les branchies, le mucus

et le tractus intestinal. Sauf cas d'infectiomnlagscle est stérile. Etant directement en contact
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avec l'extérieur, la microflore subit directemémtfluence de I'environnement : alimentation,

température de I'eau, salinité, période de l'aeh@ellution.

Chez les poissons vivants dans les eaux tempéaéescroflore est dominée par des bacilles
psychrotrophes a Gram négatif telles g®seudomonas Moraxella Acinetobacter
ShewanellaFlavobacterium Vibrio et AeromonasDes proportions variables de bactéries a
Gram positif telles quBacillus Micrococcus Clostridium Lactobacilluset Corynebacterium
peuvent aussi étre retrouvées (Gram & Huss, 1996fluence de l'aquaculture sur la flore
des organismes vivants a aussi été mise en évid@aceexemple on observe des taux
variables d'entérobactéries et 8brio sur des crevettes issues de difféerentes fermes

(Mohamed Hathat al, 2003 ; Koonset al, 2005 ; Goarant & Merien, 2006).

Des bactéries lactiques ont souvent été isolégmdsons vivants, en général dans le tractus
intestinal. Des bactéries du gem@ctobacilluset ont été retrouvées dans du saungainio
salar) (Ringget al, 2000) et de I'omble chevalieggdlvelinus alpinus )L.(Ringoet al, 1997).
Des bactéries du genfgarnobacteriumont été isolées elles aussi de saumon (Joébat,
1999) et d'omble chevalier, ainsi que de la tr(fet et al, 1995 ; Hubeet al, 2004 ; Kim

et al, 2007), de la morue et du loup (Ringbal, 2001). Les especes @arnobacteriumes
plus fréquemment retrouvées s@th. divergenset Cb. maltaromaticun{anciennemencCb.
piscicolgd. La présence d'autres genres et especes telsagtmoccus pisciunfWilliams et

al., 1990), Streptococcuset Leuconostoc(Ringg & Gatesoupe, 1998) a également été
rapportée. Récemment, l'identification bactériepaele séquencage des régions variables V1
et V2 du géne de I'ARN 16S ont permis de mettredddence la biodiversité de la flore
lactique présente dans le tractus digestif de réiffis salmonidés (truites et saumons)CBi
maltaromaticums'est encore révélée étre I'espece majoritaireeti@€cosysteme, les genres
Lactococcugreprésenté par I'espéke. lactig, Lactobacillus(Lb. plantarumLb. sakeietLb.
curvatug ainsi queLeuconostodLc. mesenteroidg¢staient aussi présents (Balcagaral,
2007). Enfin des bactéries lactigues des espéceslactis et Lc. raffinolactis ont été
retrouvées en temps qu'especes dominantes derdaiffii@stinale de poissons d'eau douce
(carpes) (Haget al, 2004).

La plupart des bactéries lactiques retrouvées tEmpoissons sont reconnues comme des
germes non pathogénes, voire méme comme ayanfatrpefbiotique sur I'animal. Ringat

al. (2000) ont par exemple montré que des souch&bdpiscicolaisolées du tractus digestif
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de poissons d'élevage possédaient des capacitdstriobs vis a vis de pathogenes du
poisson tels quéAeromonas salmonicidaA l'inverse, l'especd.actococcus garvieaest
reconnue comme un pathogéne du poisson, pouvaaireitdes septicémies fatales (Elear
al., 1999).

Biodiversité de la flore lactique rencontrée danses produits de la mer

Les bactéries lactigues ne font normalement patiepde la flore dominante des poissons
frais apres abattage, qu'ils soient conservésrailbee (sur glace) ou sous vide. Elles sont en
effet nettement désavantagées par rapport aux ggpeyehrophiles a Gram négatif tels que
Pseudomonasu Shewanella putrefacien§&ram & Huss, 1996), dont les taux de croissance
sont supérieurs. L'emballage des poissons frais samosphére modifiée favorise la
croissance des bactéries lactiques, qui sont sbuerplus grande proportion dans ces
produits par rapport a ceux conservés sous airjnrpar exemple dans le merlu frais
(Ordonezet al, 2000), le saumon (Rudit al, 2004) et la perche tropicale (Lalitled al,
2005). Cependant sur certaines espéces de poissamesla morue, I'atmosphere modifiée
(CO./N; a différentes concentrations) ne favorise pasifigtivement le développement des
bactéries lactiques (Dalgaaetlal, 1993 ; Corbeaet al, 2005). Enfin les bactéries lactiques
montrent une tres bonne résistance a la congélaom permettant de devenir la flore
majoritaire de filets de saumon ou de filets d'@piécongelés conservés sous atmosphére
modifiée, au détriment d@. phosphoreurmlL'espéce la plus fréguemment retrouvée dans ces

conditions esCb. maltaromaticunEmborget al, 2002 ; Dalgaaret al, 2006).

Des bactéries lactiques peuvent étre isolées & dartifférents types de produits de la mer
transformés (Mauguin & Novel, 1994), et en parimulde produits Iégérement préservés.
Cette flore, en général plus importante en fin aleservation, est trés variable sur les produits
de la mer, et les espéces isolées varient fortemelon les produits et les auteurs (voir
tableau 3).

Dans le saumon fumé a froid en fin de conservatoomicroflore est largement dominée par
les bactéries lactiques, principalement représentpar les genred.actobacillus et
Carnobacterium(Leroi et al, 1998 ; Truelstrup-Hansest al, 1998 ; Paludan-Mulleet al,
1998 ; Gonzalez-Rodrigueet al, 2002 ; Toméet al, 2006). L'analyse par TTGE de
différents lots de saumon fumé par Rachratal. (2004) a permis de mettre en évidence une
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forte présence deactobacillus curvatusainsi que deCarnobacterium maltaromaticurat
Cb. divergensOlofssonet al. (2007) ont observé un changement dans la floriqlae du
saumon fumé emballé sous vide. En début de cortgmryaelle ci est dominée par le genre
Carnobacteriumprincipalement représentée par I'esg@oemaltaromaticumApres 19 jours
de conservation a 7°C, le geriractobacilluset en particulier I'espédeb. sakeideviennent

largement dominants parmi les bactéries lactiques.

La microflore de la crevette reste encore mal cenmt la plupart des études a ce jour ont
porté sur les crevettes arctigu€afdalus borealis La flore lactique des crevettes marinées
cuites emballées sous atmosphére modifiée et oaresed température de réfrigération (entre
0 et 8°C) est principalement constituée de I'esgiralivergensavec de faibles quantités de
Lactobacillus curvatugDalgaardet al, 2003). En cas de température de stockage largemen
supérieure aux recommandations (25°C), une laréegopninance dé&nterococcus faecalia

été observée dans ce produit (Dalgaard & JorgerZ@f)). Dans les crevettes arctiques
(Pandalus borealisdécortiquées cuites et emballées sous atmospheddiée, 60% de la
flore en fin de stockage est constituée de bastéaigtiques de I'espe€&h. maltaromaticum
(Mejlholm et al, 2005). De la méme maniére que sur le saumomrgétation du produit
n'affecte ni la vitesse de croissance ni les nixdmaux de flore lactique (Mejlholnet al,
2005).
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Tableau 3 : Bactéries lactiques isolées de produitie la mer et fréquence d'isolement
selon les études.

*: (+++) : flore majoritaire ; (++) : flore mindiire ; (+) : isolement exceptionnel.

Produit Référence Genres/Espéces

Saumon frais emballé souEmborget al, 2002 Cb. maltaromaticung++)*
atmosphere modifiée
Rudiet al, 2004 Cb. maltaromaticunf+++),Cb. divergeng+++)
Mauguin & Novel, 1994 Lactococcuspp. (+++)Ln. mesenteroidegt),
Carnobacteriunspp. (++),

Filets de cabillaud sous Mauguin & Novel, 1994 Lactococcuspp. (+++)Ln. mesenteroidegt),

atmosphere modifiée Carnobacteriunmspp. (++),
Filets de lieu sous Mauguin & Novel, 1994 Lactococcuspp. (+++)Carnobacteriunspp.
atmosphére modifiée (++),
Lieu noir emballé sous  Rudiet al, 2004 Cb. maltaromaticunf++), Cb. divergeng++)
atmosphere modifiée
Crevettes Al-Dagal & Bazaraa,  Streptococcuspp. (+)
1999
Crevettes marinées Dalgaardet al, 2003 Ec. faecalig++), Cb. divergeng++)
emballées sous atmosphere
modifiée
Mejlholm et al, 2005 Cb. maltaromaticung+++)
Saumon fumé emballé  Leroi et al, 1998 Cb. maltaromaticun(+++), Lb. farciminis(++),
sous vide Cb. divergeng+), Lb. sakei(+), Lb. alimentarius
(+)
Paludan-Mulleeet al, Cb. maltaromaticunf+++), Cb. divergeng+),
1998 Lactobacillusspp. (++),Lactococcuspp (+)
Gonzalez-Rodrigueet Cb. maltaromaticunf+++), Lb. sakei(++), Lb.
al., 2002 curvatus(++), Lb. homohiochi(+), Lb. plantarum

(+), Lb. delbrueckii(+), Lb. casei(+), Leuconostoc
spp. (+),Ec. faecalig+), Weisella kandler(+)

Rachmaret al, 2004 Lb. curvatug+++), Cb. maltaromaticung++), Cb.
divergeng++), Lb. sakei(+)
Olofssonet al, 2007 Lb. sakei(+++), Lb. curvatug+), Carnobacterium
sp. (+),Cb. maltaromaticung+)
Saumon fumé emballé  Paludan-Mulleret al, Cb. maltaromaticunf+++), Cb. divergeng+),
sous atmosphere modifieel 998 Lactobacillusspp. (++) Lactococcuspp (+)
Truite fumée emballée  Gonzalez-Rodrigueet Cb. maltaromaticunf+++), Lb. sakei(++), Lb.
sous vide al., 2002 curvatus(++), Lb. homohiochi(+), Lb. plantarum

(+), Lb. delbrueckii(+), Lb. casei(+), Leuconostoc
spp. (+),Ec. faecalig+), Weisella kandler(+)

Lyhset al, 1998 Lactobacillusspp. (+++) Leuconostospp. (++),
Carnobacteriunspp. (+),Enterococcuspp. (+)
Hareng fumé emballé soussancelet al, 1997 Lactobacillusspp. (++)
vide
Thon fumé sous vide Mauguin & Novel, 1994Lactococcuspp. (+++)Carnobacteriunspp.
(++), Ln. mesenteroidegt)
Morue salée sous vide Mauguin & Novel, 1994 actococcuspp. (+++),
Surimi sous vide Mauguin & Novel, 1994 Ln. mesenteroideét)
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L'altération des produits de la mer par les bactéres lactiques

Un certain nombre d'études ont mis en évidenceaileque des niveaux élevés de flore

lactique peuvent étre retrouvés sur des produiséal.

Dans les crevettes cuites décortiquées, marinéesnany des bactéries des genres
Carnobacteriumet Enterococcusont été retrouvées en temps que flore dominanteles
produits altérés (Dalgaardt al, 2003 ; Mejlholmet al, 2005). Les espéces les plus
représentées sonth. maltaromaticum Cb. divergenset Ec. faecalis avec une nette
prédominance des deux premieres a basse temperatudes niveaux plus élevés He.
faecalisa 15-25°C (Dalgaardt al, 2003). Les analyses sensorielles réalisées sypradeuits
marinés naturellement contaminés ont révélé le Idppement d'odeurs de poisson et de
saveurs acides et ameres sur des produits dorloria était dominée par des bactéries
lactiques (Dalgaard & Jorgensen, 2000). Pour peédes réle exact de ces bactéries dans
I'altération des produits, des tests d'inoculatonculture pure sur produits stériles ou trés
propres ont été réalisés. Sur des crevettes aesti@andalus borealls emballées sous
atmosphére modifiée des taux de€ LFC/g deCb. divergenset Cb. maltaromaticunont
provoqué l'apparition d'odeurs aigres, chloréediéms et sucrées, ainsi que des taux élevés
d'azote volatil et de tyramine (Laursenal, 2006). Sur le méme type de produit, Mejlham

al. (2005) ont observeé I'apparition de faibles odeershlore en présence de cultures pures de
Cb. maltaromaticumCependant cette espéce a révelé un pouvoir @itéi@n plus important
lorsqu’elle est inoculée en co-culture aBeahermosphactggerme également présent dans
les crevettes) conduisant a l'apparition d'odeigres, de chien mouillé et de chlore typiques
du produit naturellement altéré (Mejlholat al, 2005 ; Laurseret al, 2006). La nature

exacte de l'interaction entre ces deux espécescependant & déterminer.

Dans le saumon fumé, la production d'odeurs carstitgies d'altération (soufrées, acides,
beurre et plastique) a été reliée a la présenceodehes dd.actobacillus sakeiet Lb.
farciminis (Stohr et al, 2001 ; Joffraudet al, 2001). De plus, une forte corrélation a été
démontrée entre la quantité de lactobacilles efulntité d'azote basique volatil total d'une
part (ABVT) et l'altération du produit d'autre péreroi et al, 2001). La production de fortes
odeurs d'altération lors de l'inoculation de. sakeiLKES (5.1 UFC/g de saumon), une

souche ayant des capacités d'inhibitionLdanonocytogenea été relevée sur du saumon
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fumé (Nilssonet al, 1999). A linverse des taux élevés @b. maltaromaticunont été
détectés dans le saumon fumé mais ces souchedéesaur le produit en culture pure n'ont
pas montré de capacité d'altération apres 4 semdmeonservation (Paludan-Muller al,
1998). Le role des bactéries lactique dans cetiteice est donc complexe. Les lactobacilles
semblent jouer un réle majeur dans l'altératiomphduit, mais celui-ci varie fortement selon
les espéeces et les souches rencontrées. De paasnible que certaines flores d'altération
bénéficient d'un effet de synergie en présencetrdalespeéces n'ayant aucune capacité
d'altération en culture pure : la co-inoculationsdeiches d€b. maltaromaticumavecBXx.
thermosphactau Vibrio sp. sur du saumon fumé a résulté en une altérptinimportante
que celle observée avec chacun des germes séparddeeplus, les odeurs percues en
analyse sensorielle sont difféerentes selon quesdeshes sont inoculées seules ou en co-
culture (Laurseret al, 2006 ; Joffraucet al, 2006). Ces caractéristiques rendent difficiles la
prévision de l'altération et l'identification deusbes ou d'especes typiques de l'altération du

saumon fumé.

Les bactéries lactiques ont aussi été retrouvedsreps que flore majoritaire d'échantillons
altérés de truite fumée emballée sous vide, avecpuédominance des genteactobacillus
et Leuconostog¢Lyhs et al, 1998).

3) Utilisation de bactéries lactiques pour la biop  réservation des

aliments

3.1 Aspects généraux de la biopréservation

La technologie des barrieres

Certaines techniques de conservation suffisenea seules a préserver un aliment pour une
durée satisfaisante. Dans le cas de la pasteonisati de I'appertisation, la majorité des flores
présentes sur le produit est détruite par la chasétde conditionnement hermétique empéche
une recontamination ultérieure. De méme le salagle séchage modifient de facon radicale
le produit (taux de sel supérieur a 15-20%, aw I@&sse...), ce qui retarde la croissance des

flores susceptibles d'entrainer une altération.e@éant ces techniques s‘accompagnent d'une
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transformation importante du produit. De plus emsplde consommateurs préférent
aujourd'hui des produits moins fortement présereésgui permet de retrouver des qualités
organoleptiques plus proches du produit d'origldee approche permettant d'obtenir une
bonne conservation des aliments sans les soundettes transformations trop marquées est
l'utilisation de la technologie des barrieres (tres, 2000). Il s'agit d'appliquer
successivement plusieurs procédés ralentissaniksance des microorganismes. Chacun n'a
que peu d'effet sur les qualités organoleptiqueprdduit, mais n'est pas suffisante en soi
pour obtenir une bonne conservation. C'est alorsulzcession de ces techniques qui va
permettre d'obtenir une inhibition satisfaisantes techniques les plus couramment utilisées
sont la température (augmentation : cuisson modéigeinution : réfrigération), I'activité de
l'eau, le pH, le potentiel d'oxydoréduction, I'djode conservateurs (nitrates, sulfates,

sorbate...) et la biopréservation (Leistner, 2000).

La biopréservation

La biopreservation consiste a inoculer sur un pitates souches bactériennes sélectionnées,
de maniere a inhiber la flore indésirable qui paiirs'y trouver, sans modifier les
caractéristiques organoleptiques de ce produit g 2001). La biopréservation fait partie
des techniques qui peuvent étre appliquées daremdie de la technologie des barrieres. Elle
peut étre utilisée sur des produits légérementepvés, sur des produits frais emballés sous

atmosphére modifiée, ou sur des produits ayanssui@ cuisson rapide.

Difféerents mécanismes entrent en jeu lors de lgrBservation. L'inhibition des flores
indésirables par les bactéries bioprotectrices pratdue a la compétition nutritionnelle lors
de la croissance, a la présence de certains psoduitmétabolisme ou a la production de
bactériocines (Helandegt al, 1997). L'ajout de bactériocine purifiée directemeur un
produit alimentaire, parfois considérée comme wnmé de biopréservation (Stiles, 1996) se
rapproche d'avantage de I'ajout d'additifs consewva. A I'hneure actuelle, seule la nisine est

autorisée pour ce genre de traitement.

Les bactéries lactiques dans la biopréservation

Les bactéries lactiques sont les bactéries les iptésessantes pour la biopréservation. De

nombreuses études ont montré leur potentiel danes®ortes de produits alimentaires (voir
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tableau 4). Certaines bactéries lactiques peuvediéselopper rapidement dans les produits

réfrigérés et emballés sous vide ou sous atmosphediiée. Certaines souches produisent

des composés antimicrobiens (acides organiquesoxyme d'hydrogéne, diacétyle et

bactériocines) et elles sont généralement reconsaas risques dans l'alimentation. De

surcroit, elles disposent auprés des consommadaurs image naturelle et bénéfique pour la

santé, due a leur présence dans des produitgdadtieaux effets probiotiques de certaines

souches (pour revue, voir Stiles, 1996 et Guiretrad, 2005).

Tableau 4 : Exemples de bactéries lactiques utilieé en biopréservation.

Espece Produit d'origine  Activité Type d'activité Essais Référence
inhibitrice
Ec. faecium  Fromage Listeria Bactériocine  In vitro Alvaradet al, 2005
Lc. lactis Fromage Listeria Bactériocine  Fromage  O'Sulliva al, 2006
Lc. lactissp.  Germes de luzernd.isteria, E. coli  Bactériocine In vitro Kelly et al, 1996
lactis et Salmonella
Listeria
Produits végétaux Acidification  In vitro Wilderdykeet al,
préts a consommer et bactériocine 2004
Ln. Salade de chou, Listeria Bactériocine In vitro Kellyet al, 1996
mesenteroides maquereaux fumeés
Lb. casei Légumes Ae. hydrophilia Bactériocine  Salade  Vescovoet al, 1997
composeée
Lb. plantarum Choucroute Listeria Acidification  Radis Wilson et al, 2005
Biere Listeria, Bactériocine  Salami Todorovet al, 2007
Bacillus,
Clostridium,
Enterococcus,
Staphylococcus
Lb. sakei Charcuterie Listeria, Inconnu Jambon Vermeirezt al, 2004
Brochotrix
Lb. curvatus Charcuterie Listeria, Inconnu Jambon Vermeirezt al, 2004
Brochotrix

Parmi les composés inhibiteurs issus du métaboldgsebactéries lactiques on peut citer les

acides lactique et acétique, le peroxyde d'’hydregém diacétyle et les bactériocines. Les

acides organiques sont les produits directs dertadntation. Leur libération dans le milieu

entraine un abaissement du pH qui ralentit la samise bactérienne. Ainsi Wilsat al.

(2005) ont déemontré que l'inhibition de monocytogenedans des produits végétaux par une

souche dd.b. plantarumétait due a la production d'acide lactique. Cepahdans certains
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produits une forte diminution du pH peut étre cdéste comme un signe d'altération. Le
peroxyde d'hydrogene (B,) est produit en présence d'oxygéne sous l'actarzygmes telles
que la NADH oxydase, la pyruvate oxydase ou la sagyele dismutase. Les bactéries
lactiques ne disposant pas de catalase pour l&@éda composé s'accumule dans le milieu.
Son potentiel d'oxydation élevé lui permet d'altdes acides nucléiques et d'oxyder les
lipides, entrainant une inhibition des microorgam@s. Le diacétyle est un produit de la
fermentation du citrate. Il est produit principakmpar les bactéries des gerireaconostoc
Lactococcus Pediococcuset Lactobacillus Son action aromatique est recherchée dans
certains fromages tel que le Gouda. Son activhiitrice est en général peu importante, due
a la faible quantité présente dans les produits.

Les bactériocines sont des composés protéigueniarabiens produits par les bactéries. Ce
sont des petits peptides qui sont produits paiblesome sous forme mature ou sous forme
d'un précurseur nécessitant une étape de matuetmymatique ultérieure. On les distingue
des antibiotiques, qui sont eux des produits semioesl du métabolisme assemblés par des
réactions multi-enzymatiques. L'effet bactéricide généralement du a la formation de pores
dans la membrane plasmique de la cellule ciblek(éaal, 1995). Leur spectre d'action est
souvent limité aux bactéries de genres ou d'esppeoeshes de celui de la bactérie
productrice, mais leur efficacité contre les baegpathogenes susceptibles de se retrouver
dans les aliments est incontestable, par exempitgedo. monocytogene§lacket al, 1996)

ou Clostridium botulinum(Rodgerset al, 2003).

Les bactériocines sont classées en 3 groupes Iselostructure :

» Les bactériocines de classe | sont déenommeées nébitdiques. Ce sont des petits
peptides (moins de 5kDa) qui subissent une modiidicapost-traductionelle et qui
contiennent des acides aminés modifiés tels quaniionine. On y retrouve par
exemple la nisine.

» La classe Il est elle-méme subdivisée en trois-stasses : lla, IIb et lic. Tous les
peptides compris dans cette classe sont petitsr¢gent0 kDa), thermorésistants et ne
subissant pas de modification post-traduction&ks. bactériocines de classe lla sont
des peptides a activité anti-listeria avec uneigax-terminale comprenant une
séquence conservée du type Tyr-Gly-Asn-Gly-Val retpont disulfure. Leur pl est
compris entre 8 et 10. Les bactéries lactiques Bmntprincipaux producteurs de

bactériocines de classe lla. Le peptide de référelec cette classe est la pédiocine
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(Clevelandet al, 2001 ; Drideret al, 2006). Les bactériocines composées de deux
peptides forment le groupe llb. Enfin le groupe dtamprends les bactériocines a un
seul peptide ne rentrant pas dans les catégogesggentes.

» La classe lll comprend les gros peptides (plus @ekBa) thermosensibles, sur

lesquels peu d'informations sont encore disponibles

Actuellement la seule bactériocine autorisée enpseu'additif alimentaire est la nisine

produite parLc. lactis subsp.lactis Au sein de I'Union Européenne la nisine (E234) est
autorisée comme agent de conservation dans lesrabntels que les fromages affinés et les
fromages fondus, dans certains puddings, ainsidgquns la créme caillée et le mascarpone
(directive 95/2/CE). Cependant, I'ajout d'addigt interdit dans certains produits comme le
saumon fumé. Les restrictions concernant I'aj@ubalctéries vivantes dans les aliments ont

été discutées par l'autorité européenne de sécait@liments (EFSAyww.efsa.europa.gu

Il a été proposé de mettre en place un systemdéppeEsomption conditionnelle d'innocuité
(Qualified Presumption of Safety, QPS), prenanttempte les connaissances scientifiques
accumulées sur un type de microorganisme afin dieleléd'autoriser ou non son introduction

dans l'alimentation. Ce concept est tres procheetie utilisé aux Etats-Unis (GRAS).

3.2 La biopréservation des produits de la mer

Utilisation des bactéries lactiques dans la bioprésvation des produits de la mer

Les produits de la mer transformés et conditioneést des produits dont la qualité
microbiologique est difficile & maitriser, et quépentent généralement une forte présence de
bactéries lactiques. Ces deux éléments y rendessitpge le développement de la

biopréservation.

La majorité des essais a porté sur l'inhibitionLdenonocytogenesn patrticulier dans le

saumon fumé. Wessels & Huss (1996) ont montré ohibition de ce pathogéne sur des
tranches de saumon fumé par une souchéaldactis productrice de nisine. Cependant
I'absence de croissance de la souche bioprote@ris®C réduit son efficacité aux cas de
rupture de la chaine du froid. Les souche€dmobacteriunsont particulierement adaptées

a la biopréservation du saumon fumé : elles pousdebh°C, leur pouvoir inhibiteur est
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largement démontré et elles ont peu d'impact suglelités organoleptiques des produits.
Une réduction de 4 a 5 log du taux He monocytogenesur des tranches de saumon
emballées sous vide a été constaté en présentb.dgscicolad 10 UFC/g & 5°C comparé
au témoin non ensemenceé (Nilsseinal, 1999). Une souche deb. sakeiproductrice de
bactériocine a montré un effet bactériostatiqueceuméme produit. La bactérie bioprotectrice
inoculée & un taux de 1QFC/g a permis de maintenir le niveau Idemonocytogenes
(inoculée & la méme concentration) & LWIFC/g pendant 4 semaines & 10°C (Katlaal,
2001). Yamazaket al. (2003) ont montré un effet bactéricide d'une seuddCb. piscicola
qui a permis de réduire la charge du pathogeneldg. Brillet et al. (2004) ont montré que
trois souches d€b. divergenset Ch. piscicolaproductrices de bactériocines avaient une
activité antibactérienne (milieu modéle) sur touts souches d’'une large collection lde
monocytogeneisolées de saurisseries francgaises. La soGthelivergens/41 s'est montrée
particulierement efficace pour prévemirsitula croissance d'un cocktail Hemonocytogenes

: dans des échantillons de saumon fumé conser@€ &o-inoculés avec 20 UFC/g te
monocytogenest 15 UFC/g deCb. divergensv4l, le taux del. monocytogenes'a pas
augmenté en 4 semaines alors que dans un témaontenant qué. monocytogeneselle-

ci a atteint un taux de 1O0UFC/g (Brillet et al, 2004). Cb. divergensV41l & haute
concentration ne modifie pas les qualités organiojees du produit (Brilleet al, 2005) ce
qui en fait un bon candidat pour une applicatictustrielle. Enfin des souches de. casei
etLb. plantaruminoculées en co-cultures (LOFC/g chacune) se sont révélées plus efficaces
que lorsqu'elles étaient inoculées séparément.eksais pratiqués conttasteria innocua
(une espéce ayant les méme propriétés de croisgaedte monocytogengont montré une
réduction de 3,2 log apres 30 jours de stockag€gMescovoeet al, 2006).

La production de bactériocines dans la biopréservain

L'addition de bactériocine purifiée dans du saurfuoné a aussi montré une inhibition de
monocytogengsnais moins efficace qu'avec la souche produc{iedla et al, 2001). Sur le
méme produit inoculé avec 1OFC/g del. monocytogeneda bactériocine produite par la
soucheCh. divergensvV41l a permis de maintenir le taux de pathogéneméme niveau
pendant 21 jours a 4°C, ce qui montre une effiéagtjuivalente a la co-inoculation avec la
souche productrice (inoculée a°10FC/g). Cependant & 8°C la souche productrice s'es
montrée plus efficace que la bactériocine purifidgec une différence d'inhibition de
monocytogened'environ 3 log (Duffegt al, 1999a).

31



Etude bibliographique

En régle générale, il semble qu'une forte proporties bactéries lactiques retrouvées sur les
produits faiblement préserveés ait des capacitégibition. Ainsi 41,4 et 14,4% des bactéries
lactiques issues de saumon fumeé testées respeetivgrar Tomeet al.(2006) et Duffest al.

(1999b) se sont montrées capables d'inHib&rnocua

La production de bactériocine est souvent le fagbencipal d'inhibition. Une inhibition de 6
log d'une population de. monocytogenea été observée avec une souchete piscicola
productrice de bactériocine, alors qu'elle n'é@ai de 3 log avec un mutant non producteur
de bactériocine (Nilssoet al, 2004). De méme sur du saumon fumé stérile, lahsou
productrice de bactériocir@b. divergend/41 a permis d'inhiber totalement la croissance de
L. monocytogenetandis que le mutant non producteur de bactémoaravait aucun effet
(Richardet al, 2003). Peu d'études ont été réalisées sur ladsiegvation par des bactéries
lactiques non productrices de bactériocines. Orsidére généralement que le principal
mécanisme mis en cause dans le cas d'une inhib@orabsence de bactériocine est
I'acidification du milieu par I'acide lactique (Wan et al, 2005). Néanmoins Nilssoet al.
(2005) ont montré que l'inhibition de monocytogenesar des souches @b. piscicolanon
productrices de bactériocines était possible gré&cela compétition nutritionnelle,

principalement par déplétion du glucose dans leemile culture.

Amélioration de la qualité organoleptiques des prodits semi-préservés

Si les études sur linhibition des bactéries patheg par des bactéries lactigues sont
nombreuses, peu d'essais ont été menés en revauncles flores d'altération et les qualités
sensorielles des produits de la mer. Cependanéti& anontré que l'addition de bactériocine
purifiée (nisine Z) ou de surnageant de -culture lde lactis permettait d'allonger
significativement la durée de vie d'échantillonscdevettes marinées, tout en réduisant les
flores a Gram positif (Einarsson & Lauzon, 1995 Béme linoculation de souches de
Carnobacteriuma permis d'accroitre significativement la duréecdeservation de saumon
fumé emballé sous vide (Leradt al, 1996). Cette technologie peut aussi se révéler
intéressante pour le poisson frais emballé soussgihere modifiée : des essais menés par
Altieri et al. (2005) ont montré que la présence de soucheBiftobacterium bifiduma

entrainé une diminution des flores indicatricedatération de filets de carrelet. Les résultats
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d'inhibition maximum ont été obtenus en interactmec de I'huile essentielle de thym, dans
des produits conservés sous atmosphére modifiée.

Les caractéristiques de croissance a basse temmgesaint rarement prises en compte lors de
la sélection de bactéries bioprotectrices. Cererigst pourtant essentiel car les produits semi-

préservés sont généralement conservés a 4°C.

4) L'adaptation au froid chez les bactéries

4.1 Effet du froid sur les bactéries

Température de croissance et effet du froid sur lemétabolisme

Les températures cardinales de croissances sontcalestéristiques qui définissent le
comportement des bactéries selon la températurelémit ainsi la température optimale de
croissance, a laquelle le taux de croissance deatdérie est maximum, la température
maximale de croissance et la température minimaleraissance. Lorsqu'on se rapproche des
températures limites de croissance, le comporteshenbactéries se modifie. On observe un
ralentissement progressif de la croissance, puarti complet pouvant étre accompagné de

la mort cellulaire du microorganisme (voir figurg 3

Selon la loi d'Arrhenius, la vitesse de réactiomnd' transformation non catalysée dépend
directement de la température du milieu. La vitedseaéaction k s'exprime par la fonction

k= A’ xe%'R" avec : AR : facteur de fréquence (s'exprime dans la méme gpie k) ; Ea :
énergie d'activation (kJ mdl ; R : constante des gaz parfaits (Jrol™) ; T : température en
Kelvins. Les réactions catalysées du métabolisraet éinfluencées de la méme maniere par
la température, il y a une relation directe endréelmpérature et la vitesse de croissance des
bactéries. Une variation de 10°C divise généraleéreenitesse d'une réaction enzymatique
par 2 ou 3. La croissance bactérienne a faible éemtyre est donc par conséquent plus
difficile, et nécessite des stratégies d'adaptaimur faire face a cette diminution de la vitesse
de réaction (Feller & Gerday, 1997).
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Figure 3 : Représentation du taux de croissance bgirien en fonction de la température.

En cas de changement brutal de la température (obidd, les problémes majeurs auxquels
la cellule bactérienne se retrouve confrontée séadiminution de la fluidité membranaire,
qui réduit I'efficacité des fonctions liees a lagpdéchanges actifs, signalisation, excrétion...)
; la stabilisation des structures secondairesAdeN' et de I'ARN qui affecte I'efficacité de la
transcription, la traduction et la réplication (Yamakaet al, 1998) ; une diminution de
l'efficacité du repliement des protéines, et doncralentissement de la vitesse de réaction
enzymatique.

Une clé de I'adaptation au froid : la synthese derptéines

Une stratégie employée par les bactéries confrerdéene baisse rapide de température
consiste en la synthese de protéines spécifiquestindes a améliorer l'efficacité des

processus métaboliques de la cellule. Ces protémmtsappelées cold induced proteins (CIP)
ou protéines induites par le froid (Hebraud & PotiE999). Elles ont une grande variété de
fonction, comme par exemple promoteurs d'autreres, régulateurs de la transcription et
de la traduction, protéines de résistance généralesstress ou d'amélioration de la

dégradation des matieres carbonées (Haral, 2007). Parmi ces protéines, celles qui sont

synthétisées en plus grand nombre sont une fadellpetits peptides d'un poids moléculaire
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d'environ 7 kDa. Ces protéines identifiees poypriemiere fois chek. coli par Jonet al.
(1987) ont été appelées protéines de choc froiadota shock proteins (CSP). Ces CSP sont
retrouvées chez un grand nombre de bactéries, cqamexempld. subtilis(CspE’) ou Lc.
lactis. De plus, ces protéines montrent un taux d'idetgnviron 40% avec le domaine choc
froid des protéines humaines YB-1 et la famillepdetéines eucaryotes Y-box (Yamanadta
al., 1998).

Parmi les 9 protéines de la famille des CSP idéesfcheZ. coli, CspA est celle qui est le
plus fortement exprimée aprés un choc froid : edf@ésente dans ces conditions a elle seule
13% de la production totale de protéines de laukellLe mécanisme inducteur de cette
surproduction est tres simple et particulieremegénieux : I'ARN messager de la protéine
est trés instable a 37°C, avec une demi-vie estarkEe secondes (Famg al, 1997), mais sa
stabilité augmente radicalement quand la températiminue, avec une demi-vie d'environ
20 minutes a 15°C (Yamanakaal, 1998). Une caractéristigue commune aux genesSie C
induites par un choc froid est la présence d'ungue séquence non traduite en région 5' de
I'ARNmM (untranslated region : 5'-UTR). Cette régest riche en structures secondaires, et est
supposée jouer un role important dans la stabdisales ARNm (Phadtare, 2004). Le
rythme de synthése de cette protéine ralentit lmsia cellule est adaptée a son nouvel
environnement. Parmi les autres protéines ideasfiéa production des CspB, CspG et Cspl
est elle aussi fortement augmentée en cas de obidc fes protéines CspC et CspE quant a
elles sont constitutives de la cellule, et la graéCspD est induite en cas de stress nutritif, en
général quand la croissance de la bactérie arnvghase stationnaire (Hoet al, 2007). Les
protéines de cette famille possedent vraisembladmdendes fonctions similaires, et sont
capables de se substituer les unes aux autresrdadahase d'adaptation au froid. En effet
des mutants dE. coli possédant des délétions multiples de génespiEespA+ cspB cspA+
cspG cspB+ cspG cspA+ csploucspA+ cspB+ cspG n'ont pas montré d'augmentation de
la sensibilité au froid. Cependant une délétionuiamée de ces 4 génes a conduit a un

phénotype sensible au froid (Xedt al, 2001).

ChezB. subtilistrois protéines appartenant a la méme familleéétdidentifiées : CspB, CspC

et CspD (Graumanet al, 1996 ; Kunstet al, 1997). La production de CspB et CspC est
augmentée par un choc froid ou par le passage asepstationnaire. Des essais de multi
suppression ont montré que la production d'au mamesCsp était nécessaire pour assurer la

viabilité de la cellule en condition optimale deissance (Graumaret al, 1997). Le réle de
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ces protéines en temps que chaperonnes des ARNgees®st maintenant clairement établi
(Graumann & Marahiel, 1999). Elles permettent aidsi maintenir l'efficacité de la
transcription. Si des protéines de cette famille &g identifiées chez de nombreuses autres
bactéries a Gram positif ou négatif, aucun homasgua cependant été mis en évidence chez

les archaea et les cyanobactéries (Phadtare, 2004).

A basse température les structures secondairesg(épia cheveux) des ARN se stabilisent,
ce qui ralentit fortement la transcription. De plasmouvement des ribosomes le long des
ARN se trouve géné par ces structures, ce qui dienia vitesse de traduction des protéines.
Les protéines de la famille des Csp servent deatbapes pour les ARN en déstabilisant ces
structures secondaires (Phadtare, 2004). La peotéspA possedent deux structures qui sont
particulierement importantes : les motifs RNP1 (k&) et RNP2 (VFVHF). Les acides
aminés aromatiques (indiqués en jaune dans laefigiirsitués dans ces motifs semblent
participer a la fixation de la protéine sur lesnbrd’ADN et d'ARN (Jiangt al, 1997). Ce
réle a été mis en évidence chBz subtilis en montrant que la substitution d'un résidu
(phenylalanine remplacé par un alanine) situé dansotif RNP1 ou RNP2 de CspB

entrainait une perte de la capacité de fixaticARN (Schroderet al, 1995).

D'autres mécanismes sont mis en place par la eddadtérienne pour s'adapter au froid. Pour
remédier a la perte de fluiditt membranaire, lestdrges ont recours a trois stratégies
différentes : augmenter la proportion d'acides graaturés dans la membrane, raccourcir la
longueur des chaines lipidiqgues ou changer la corition de iso a ante-iso (Phadtare, 2004).
ChezB. subtilis le mécanisme de désaturation est induit par oo foid, vraisemblablement
grace a des histidine kinases liées a la membr@aka(moto & Murata, 2002). A haute
température les bactéries synthétisent des pretédlee choc chaud qui vont aider au
repliement des protéines et éliminer les peptidaisnés. De la méme maniere, a basse
température, un systeme de d'aide au repliemenprdésines (trigger factor — TF) a été mis
en évidence chek. coli aprés un choc froid (Kandror & Goldberg, 1997)figntoujours
chezE. coli, une élévation de la concentration intracellulaingrehalose a été remarquée lors
d'un choc froid. Cependant, le role de ce sucres dadaptation au froid n'est pas encore
éclairci (Kandroret al, 2002).
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RNP1 RNP2

Figure 4 : (a) séquence en acides aminés de la gote CspA deE. coli et (b) structure
tridimensionnelle.
Les feuilletsp sont surlignés et les motifs RNP1 et RNP2 sordwess (a).Les feuillet§ sont

colorés en bleu et les résidus aromatiques en jgn€yamanakat al, 1998).

Un cas particulier de I'adaptation au froid : les gychrotrophes et psychrophiles

Chaque espece bactérienne peut étre définie paesgeratures cardinales de croissance :
minimale, optimale et maximale. En fonction de egitage de température, on peut classer
les bactéries en différentes catégories : thernhephicroissance a haute température),
meésophiles (croissance a température moyenne e 0tret 37°C) et psychrophiles. Cette
derniere catégorie peut étre subdivisée en dews :pkychrophilesensu strictodont la

température maximale de croissance est de 20°@péitiiale se situe en dessous de 15°C ; et
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les psychrotrophes (parfois appelés psychrotolgyatunt la température optimale se situe
entre 20 et 30°C et qui sont capables de se dépel@p0°C (Morita, 1975).

La majorité des études sur l'adaptation au froisl lolectéries s'est portée sur des bactéries
mésophiles telles que. coliou B. subtilis Cependant les études plus récentes menées sur les
bactéries psychrotrophes et psychrophiles a perdais mettre en évidence certains
mécanismes qui leur sont propres (Hebraud & Pdt@99). Une stratégie d'adaptation de ces
bactéries consiste a synthétiser des protéinedlpkibles que leurs homologues mésophiles,
notamment au niveau du site actif. Ainsi Kulakoga al. (2004) ont montré que le
remplacement d'un acide aminé (Glycine) situé pdas site actif d'une estérase de
Psychrobactesp. par un autre résidu (Proline) permettait diegmenter la thermostabilité :

le temps d'inactivation passait de 16 min a 40°Qr lenzyme non modifiée a plus de 11 h
pour l'enzyme modifiée. Cette modification s'accagmait aussi d'une diminution de la
vitesse de réaction a basse température. La ssepdtrsicturelle qui caractérise les enzymes
des bactéries adaptées au froid leur permet deseédés changements de conformation
nécessaires a la catalyse en requérant une qudrénérgie moins importante. Certaines
enzymes se caractérisent ainsi par une indépendatade de leur vitesse de réaction par
rapport a la température. Elles sont appelées ezmyparfaitement évoluées (Feller &
Gerday, 1997 ; Hebraud & Potier, 1999). La consBgeede cette rigidité diminuée des
enzymes psychrophiles est une thermolabilité beguquus prononcée que chez leurs
homologues mésophiles, qui peut expliquer la failésistance a la chaleur des bactéries
psychrotrophes et psychrophiles.

De la méme maniéres chez les bactéries adaptéesicdues protéines spécifiques (CIP et
CSP) sont synthétisées de maniére moins imporpanteapport aux protéines de ménage que
chez les bactéries mésophiles. De plus il n'y admsliminution de la synthése de ces
dernieres. Enfin les CIP et CSP peuvent continuektra synthétisées aprés la phase
d'adaptation de la bactérie. On les appelle aloid @daptation proteins (Caps) ou protéines
d'adaptation au froid (Hebraud & Potier, 1999). dhithez la bactérie psychrotrophe
Aeromonas hydrophilala production de 26 protéines a été induite apreshoc de 10°C
(passage de 30 a 20°C), et 47 apres un choc de (pa%¥Sage de 30 a 5°C). Si certaines de
ces protéines ont cessé d'étre synthétisées apelqugs heures de croissance a basse

température, d'autres au contraire ont persistdgrgr2l h montrant bien leur statut de Caps.
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Cependant aucune protéine de la famille des CSPwn'@re mise en évidence dans cette
étude (Imbert et Gancel 2004).

3.2 Adaptation au froid chez les bactéries lactique s

Effet du froid sur la croissance des bactéries laicjues

Les bactéries lactiqgues sont généralement déattesne des microorganismes mésophiles,
avec une température optimale de croissance de BGfC de Guchteet al, 2002). Leur
température maximale de croissance se situe ebtet 85°C, et leur température minimale
de croissance peut se situer aux alentours deedf@nction du caractere psychrotrophe ou
non de la souche. Un seul exemple de bactériglectie présentant pas de croissance a 30°C
a été décrit dans la littérature : il s'agitlaetobacillus algidusune espece décrite par Kato
et al. (2000), isolée de beceuf réfrigéré emballé sous vide

Les bactéries lactiques sont d'une grande impcaetaans le domaine de l'agroalimentaire.
Les différentes étapes de process auxquelles sal@ssoumises, ainsi que les impératifs de
conservation les exposent souvent a des tempé&atub®ptimales de croissance, voire méme
des températures potentiellement Iétales (congélatll est donc trés important de pouvoir

prévoir le comportement de ces bactéries dansitiestisns de stress froid, aussi bien au
niveau de la survie que de la croissance. Cepeildagté observé que la résistance au froid

variait fortement en fonction des especes (van ueh@et al, 2002).

L'étude de l'adaptation au froid des bactériesdaes est récente, et s'est principalement
concentrée sur des especes modeles télteslactis Lorsque des cellules de bactéries
lactiques en phase exponentielle de croissanceespaisées a une température suboptimale
(20°C sous la température optimale de croissamtle continuent de se multiplier, mais a
une vitesse plus réduite. Chézcoli, aprés un passage de 37 a 10°C, une périodeehedat
de 4 h est observée pendant laquelle aucune anoessea lieu suivie par une reprise de la
croissance a un rythme beaucoup plus réduit (tesepgénération de 24 h) (Jonesal,
1987). Chez.c. lactis un passage de 30 a 20°C n'entraine pas de laed€8C une période

de latence de 6 h est observée, suivie par unsege la croissance a une vitesse plus faible

(Wouterset al, 1999a). Che&c. thermophiluda période de latence suivant un choc de 42 a
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20°C est de 1 a 2 h (Woutess al, 1999b). Comme on peut le constater, ce mécanisine
donc grandement variable selon les espéces.

Les protéines induites par le froid

L'utilisation de I'électrophorese bidimensionneallepermis d'observer les effets d'un choc
froid sur le protéome des bactéries lactiques. roayrction de protéines induites par le froid
ou CIP (cold-induced proteins) a été constatée tleezactis (Wouterset al, 1999a),Sc.
thermophilus(Wouterset al, 1999b) elb. sakei(Marceauet al, 2004). Respectivement 22,
23, 14 protéines ont été dénombreées. L'identiicatie plusieurs de ces protéines suggéere
une implication dans de nombreux aspects du mésabeltels que la catabolisme des sucres
(Hpr, CcpA, B-phosphoglucomutase, G3DPH), la structure du chsome (homologue de
HslA), la signalisation intra-cellulaire (LIrC) adaptation générale au stress (OsmC, MsrA,
Ohr, Usp) (Wouter®t al, 2000 ; Marceawet al, 2004). Comme chei. coli ou B. subtilis

des protéines de choc froid de la famille des CBiPété détectées parmi les CIP chez les
bactéries lactiqgues. Le nombre de génes codant gesirCSP varie fortement selon les
especes et les genres (Champomier-Veeges, 2002).

Syntheése de protéines de choc froid (CSP) chez kesctéries lactiques

Comme che&E. coliouB. subtilis I'étude de I'adaptation au froid chez les baesdactiques
s'est principalement concentrée sur la synthésa gulation des CSP. Chéactococcus
lactis MG1363, la présence de 5 genes codant pour désimes fortement similaires aux
CSP deE. coli a été mise en évidence : CspA, CspB, CspC, CspDspE. Une forte
homologie (45 & 65%) entre ces protéines et letéimes CspA (E. col) et CspB (B.
subtilis) a été observée (voir figure 5). Les motifs dation a 'ARN RNP-1 et RNP-2 ont
aussi été retrouvés, avec quelques modificatiomeunes. Ces genes sont organisés en 3
opérons distincts : le premier composé des gesgaetcspB le deuxieme despCetcspD

et enfin le genespEtout seul. L'étude des ARNm par northern blot atréoque les niveaux
d'expression a 10°C des gemspD et cspBaugmentent respectivement environ 30 a 40 fois,
alors qu'ils n'augmentent que de 10 fois enviramr pspAet cspC L'expression despEreste
constante en cas de choc froid (Woutets al, 1998). L'analyse du protéome par
électrophorese 2D a révélé une sixieme protéingpFCAu total, les protéines CspB, CspD,

CspE et CspF représentent pres de 10% de la quéotale de protéines apres un choc froid
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(Wouterset al, 1999a). La désactivation des gensgA cspBou cspEchez la méme souche

a montré que l'absence des protéines corresposdamiehange pas la vitesse de croissance a
température optimale ni le temps de latence. Caghéne s'explique probablement par la
présence des autres CSP qui compensent l'absescerdigines dont les genes sont
désactivés. Ainsi la production de CspE et CspGraunge chez la souctespA- et cspB;
tandis que la production de CspC et CspD compengerte simultanée des gemspA cspB
etcspE(Wouterset al, 2001).

1 10 20 30 q0 hid B 70 Fiil
| + + + + + 4 + |
P_fragi HSOROSGTYKHFHDEKGFGFITPOGGGDDLFYHFKAIESDGFKSLKEGOTYSFYAEKGOKGHAOA
E_coli HSGKHTGIYKHFHADKGFGFITPDDGSKDYFYHFSAIONDGYKSLDEGOKYSFTIESGAKGPAAGHYTSL
Lb_plantarun HKHGTYKHFHADKGF GF ITGEDG=TDYFYHFSATIOTODGFKTLDEGOKY TYDEEQGDRGPOATHYOPD
Lb_delbrueckii HANGTYKHFHADKGF GFITGS0G==0YFYHFS5IKTHGFKSLEEGOKYSTOYEQGHRGPOATHYYPO
L_monocytogenes HEQGTYKHFHAEKGF GF TERENG=DDYFYHF SATOGDGF KSLDEGOAY TFDYEEGORGPOAANYOKA
Sc_thernophilus HANGTYKHFHATKGF GF ITSEDG=-0DLFAHFS5I0S0GF KSLDEDOKYEFDYEYGORGPOAYHITKA
Lec_lactis_CspE HAQGTYKHFHATKGF GF ITTEEG=-HDYFAHFSATIOTOGF KTLDEGOKY TFDYEEGPRGPOAYHIOK
B_subtilis HLEGKYKHFHSEKGF GF IEYEGO-DDYFYHFSATOGEGF KTLEEGOAYSFETYEGHNRGPOAANYTKER
Lb_sakei HEKGTYKHFHHEKGF GF ISYEGO-DDIFYHFSATODEGF KSLEEGOAYEFDIVEGTRGAQAANYKKL
Lb_casei HOGRYKNFHYDKGYGFIEAEGO-PDIFYHFSAINEPGFKSLTPGETYDFYIVYEGPRGPOAANY TYHRSEDGAPD
Lc_lactis_CspA HINGTYKHFHHDKGYGF IITEDH-0DYFAYLLSTIOGHGF KKYNEGOKY TFDYTHTARGRYASHIHKY
Consensus  ...n..GEYEWFH, KGEGFIL, %.2., OvFvhfsal#,.dGks]l, ebdkY . 2d.e.e.rGpglonv.k,eecseess

Figure 5 : Alignement de séquences protéiques de s

Le role des CSP en temps que promoteur d'autréSimpes d'adaptation au froid a aussi été
démontré chekc. lactis Chez la souche MG1363 dont les génes CspA, CsRpE ont été
désactivées, 4 protéines de type CIP (LIrC, une dhogue de Hsla et 2 protéines non
identifiées) ont été peu ou pas surexprimées apméshoc froid a 10°C (Wouterst al,
2001).

ChezLactobacillus sakeR3K, une stratégie de croissance a basse tempE@eté utilisée,
permettant de mettre en évidence par électrophdrgs@ensionelle 17 protéines dont les
niveaux d'expression différaient de ceux a 30°Cgthht surexprimées et 3 sous-exprimees
(Marceauet al, 2004). Il est intéressant de noter qu'aucunetpr@tde type CSP ne faisait
partie des protéines identifiees. Chdx delbrueckii 2 génes de CSRgpAetcspB ont été
identifiés, et I'un d'entre euxqpA est fortement surexprimé apres un choc froid ded
27°C. Cependant le géemspBn'est pas induit par le froid. Les deux protéidéduites des
séquences identifiées possedent les motifs RNPRNP2, indiquant leur nature de
chaperonnes & ARN (Serret al, 2003). De méme chda. plantarum trois genes codant
pour des protéines de type CSP (CspL, CspP et CapCégté identifies et leur réle dans
I'adaptation au froid a été caractérisé (Mayal, 1997 ; Derzelleet al, 2003). Ched.b.
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casej un mutantcspA a montré une diminution de son taux de croissaecplus de 20 et

50% respectivement a 37°C (température optimalerdissance) et 20°C. Cette diminution
revient a environ 40% a des températures de 15@t Qette protéine semble donc trés
impliguée dans les processus métaboliques, aussi B température optimale que

suboptimale (Sauvageet al, 2006).

Chez la bactérie thermophilgc. thermophilusla présence de 6 genes codant pour des
protéines de la famille des CSP a été mise en @s@dd.a production de 5 d'entre elles est
induite par un choc froid a 20°C tandis que le aive'expression de la derniere (CspD) ne
varie pas en fonction de la température. Un choid fde 42 a 10°C a entrainé une faible
induction de la production de CSP, beaucoup mammortant qu'a 20°C. Cette différence
s'explique probablement par la nature thermopheldadbactérie, qui ne lui permet pas de
supporter des températures trop basses. La prd&ipkis fortement exprimée (CspA) est
déja présente en quantité importante a 42°C, etseni expression augmenter pres de 3 fois
aprés 4h de choc froid a 20°C, représentant aselie pres de 9% de la quantité totale de
protéines. Trois autre protéines (CspB, CspC eDEspnt déja exprimées a 42°C (Wouters
et al, 1999D).

Réle des CSP dans la cryotolérance

Le transport et la conservation des ferments laesgpassent trés souvent par la congélation.
Celle-ci peut étre létale pour la cellule, entrainane perte d'efficacité du ferment. Il est donc
tres important de pouvoir prévoir le comportemerms doactéries congelées afin de
standardiser les ferments et d'optimiser la suteg cellules. Les bactéries lactiques résistent
naturellement de facon efficace a la congélatione \dorrélation a été établie entre cette
résistance et la croissance préalable des soualmes &mpérature suboptimale, par exemple
chezlLc. lactis Lb. helveticusPc. pentosaceust Sc. thermophilugKim & Dunn, 1997 ;
Wouterset al, 1999a).

Si un lien existe vraisemblablement entre la crigoémce et les CSP, celui-ci n'est pas encore
completement élucidé a I'heure actuelle. Il a édahtré que la protéine CspD lde lactis
MG1363 permettait une meilleure survie a la cortggalorsqu'elle était surexprimeée.
Cependant, aucune corrélation directe n'a pu étraulée entre les niveaux d'expression des

génes de Csp et les taux de survie de la bact@Viemiters et al, 1999a). Enfin la
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désactivation des génespAet cspBdans cette souche n'a pas entrainé d'augmentstitan
mortalité lors de la congélation. Mais la désatibra de cspE en plus des deux génes
précédent a réduit environ 10 fois I'efficacitétchitement d'adaptation. Ce phénomene peut
s'expliquer par I'absence combinée de CspE, unetiéd de la quantité totale de CSP ainsi
que la diminution de la production de certains {Wouters et al, 2001). ChezLb.
plantarum la surexpression du génspPa permis d'augmenter environ 4 fois la survieade |
bactérie apres 5 ou 6 cycles de congélation/ dé&tatign par rapport a la souche témoin. A
I'inverse la surexpression des gensgCet cspLn'a pas permis de constater d'augmentation
de la survie (Derzellet al, 2003). Chez.b. casej la désactivation du germspAn‘entraine
pas de diminution de la survie a la congélatioruy@geotet al, 2006).

43



Résultats



Chapitre |

Isolement et identification de souches de bactéries

lactiques inhibitrices a partir de produits de la mer

Publication 1 :

Matamoros S, Pilet M.F., Gigout F., Prévost H., Leroi F. 2006.

Isolation and characterisation of psychrophilidi@ecid bacteria
isolated from seafood products.

In Seafood research from fish to dish — Quality, tyad@d processing of wild
and farmed fish. Ed. Luten J.B., Jacobsen C., BekagSaebo A.,
Oehlenschlager J. Wageningen Academic PublishéesNEtherlands.

(voir annexe 1)

Publication 2 :

Matamoros S, Pilet M.F., Gigout F., Prévost H. et Leroi F.

Selection and evaluation of seafood-borne psyabpbic lactic acid
bacteria as inhibitors of pathogenic and spoilaasdria.

Article soumis dnternational Journal of Food Microbiology
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Introduction

Des bactéries lactiques présentant des propriétésaatériennes ont été isolées a plusieurs
reprises de produits de la mer variés tels queuitetfraiche (Pileket al, 1995), le surimi
(Yamazakiet al, 2003) ou encore le saumon fumé (Dufésal, 1999b). Peu de travaux se
sont penchés sur l'inhibition de la flore d'altémaide ces produits, ainsi que sur la croissance
des souches bioprotectrices a basse températumes [@abut de les utiliser pour la
biopréservation de produits de la mer, une nouvedlection de bactéries lactiques a été
réalisée a partir de ces mémes produits en utilidas criteres de sélection différents :
I'absence de croissance a 30°C et la capacitélindes souches de bactéries susceptibles
d'étre présentes sur les produits de la mer, hiessipathogénes qu'altérantes. Pour cela les
isolats ont été testés-vitro contre 14 souches cibles et une classificatiorea@alisée en
fonction de leur pouvoir d'inhibition. La croiss@ana basse température est tres importante
pour des souches bioprotectrices, car elles vombidese développer dans des produits
réfrigérés a des températures de 2 a 5°C. Cepenédti@tcaractéristique est rarement prise en
compte lors de la sélection de bactéries inhilatrid_es isolats ont également été identifiés
par des méthodes moléculaires, leur capacité dguption d'amines biogénes testée et leur
résistance a différents antibiotiques analyséentafcroissance de 2 isolats a été caractérisée
a différentes températures, de maniére a confilguercaractére psychrotrophe.
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Principaux résultats

La recherche de bactéries lactiques a été réadisé81 produits commerciaux prélevés 10
jours avant ou 10 jours aprés leur date limite @essommation. Des étalements sur boites de
Pétri de milieu Elliker et des conditions de cudt@n anaérobiose ont été choisis pour cette
analyse de maniere a ne sélectionner que des ieadtigtiques. La température d'incubation
des boites de Pétri était de 8°C afin de favolse€lection de bactéries psychrotrophes. Les
boites présentant un nombre satisfaisant de cadeigre 10 et 50) ont été recouvertes avec
une double couche de gélose molle (1% d'agar) santeine des souches cible suivantes :
monocytogenefEU2160),St. xylosugDSMZ 20029) Pseudomonagroup | (EU2189) efe.
liquefacieng(EU2196). 132 colonies présentant une capacié@ibition contre au moins une
des ces souches cibles ont été isolées et undegbissance al5 et 30°C a été réalisé pour
valider leur caractere psychrotrophe. 54 d'entre @1%) se sont révélées capables de
pousser a 15°C mais pas a 30°C. 2 isolats qui éseptaient pas les caractéristiques
phénotypiques des bactéries lactiques (Gram pesitiatalase négative et oxydase négative)
ont été rejetés. 52 isolats ont donc finalementsétéctionnés et intégrés a la collection du
programme HURDLETECH sous les numeéros EU2213 a BB22

Le spectre d'inhibition de ces 52 isolats a éti& tesntre 14 souches cibles représentatives des
flores pathogéne et d'altération des produits eeda La technique utilisée était la méme que
lors de la premiére sélection : les isolats ontcééveés sur gélose Elliker, puis les colonies
ont été recouvertes d'une couche de gélose maikerant une souche cible. Chaque souche
cible a été testée séparément et la taille du dabibition a été mesurée. Les isolats ont
ensuite été regroupés selon la taille des halosgtiisant la classification hiérarchique de
Ward avec la méthode de la distance Euclidienneaarg. Cette classification a permis de
mettre en évidence 7 groupes possédant chacunadestaristiques d'inhibition différentes,
ainsi qu'un huitiéme groupe contenant les souclosséulant les potentiels d'inhibition les
plus faibles. Un isolat a été choisi dans chaqueumg pour la suite des expériences, a
I'exception du groupe 8. Le séquencage de latdw@hli géne de 'ARNr 16S a été réalisé pour
les 7 isolats, ce qui a permis d'identifier 3 dentux comme faisant partie de I'espece
Leuconostoc gelidunfEU2213, EU2247 et EU2262), 2actococcus pisciuntEU2229 et
EU2241) (renommés ultérieuremeraictococcusp. en attendant I'appellation définitive de la

nouvelle espére), Lactobacillus fuchuensi§EU2255) et 1Carnobacterium alterfunditum
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(EU2257). Les tests d'activité réalisés avec leageant de culture des 7 isolats contre les 14
souches cibles ont permis de montrer due gelidumEU2247 produisait un composé
peptidique anti-microbien, probablement une bawbtéme actif contrd.. monocytogenest

Lb. farciminis Le mécanisme d'inhibition des autres isolatpa&éte élucideé.

Des caractéres sécuritaires pour l'utilisation €& souches en alimentation humaine ont été
testés. Aucun isolat n'est capable de produiréhdgamine ou de le tyramine. Tous les isolats
se sont révelés sensibles a la présence des é&ntie® suivants : chloramphénicol,
tétracycline et érythromycine sauf lisolaBctococcussp. EU2241 qui a montré une
résistance intermédiaire a I'érythromycine. Tous iBolats se sont montrés résistants aux
antibiotiques suivants : vancomycine, kanamycinelistine et acide nalidixique. Ces
résistances sont frequentes parmi les bactéri¢guas et sont généralement considérées
comme étant acquises et non transmissibles. Tau®léenents ont permis de caractériser

avec précision les isolats sélectionnés et de dé&erdeur innocuité.

La plage de température de croissance des isaktsué des criteres de sélection, et a déja
été contr6lée : aucun isolat n'a montré de crotssan30°C, et tous se développaient de
maniéere satisfaisante a 15°C. Afin de confirmecamportement, le profil de croissance en
fonction de la température a été realisé pour Zhssai:Lactococcussp. EU2241 eLn.
gelidumEU2247. Les croissances ont été mesurées en rgigde en utilisant l'appareil de
mesure de densité optique (DO) automatique Bioscrt€e La méthode des dilutions
successives a été employée. Elle consiste a mdesareourbes de croissance de dilutions au
% successives d'une culture et a déterminer leselmplétection, c'est a dire le temps au bout
duquel la culture atteint une valeur de DO donnéees dans la phase exponentielle de
croissance (en général DO = 0,3) L'intervalle ealr@que temps de détection correspond a un
temps de génération, et on peut donc trouver be daucroissance en exprimant la valeur de
I'inoculum de départ de chaque dilution en fonctibntemps de détection. Une régression
linéaire de cette équation permet de retrouveralaw du taux de croissance maximah,u
pour chaque température. L'analyse des taux dessammie a révélé un comportement
rarement observé chez les bactéries lactiquesouaehslLn. gelidumEU2247 posséde un
optimum de croissance autour de 20°C, et un maxiranotre 26 et 29°C. Les températures
optimales et maximales de croissance de la soucheisciumEU2241 sont trés proches,

respectivement 26 et 28°C, ce qui est trés inhabtour une bactérie lactique.
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ABSTRACT

In this study, inhibiting psychrotrophic lactic ddbacteria were isolated and investigated for
future use in biopreservation of seafood produstseening of 5575 colonies isolated from
various seafood products resulted in the selectbri32 colonies presenting inhibiting
capacities. Among them, 52 isolates showed growthb&C but not at 30°C and had LAB
characteristics. The inhibition spectrum of theiS@ates against 14 target strains (Gram-
positive and -negative) showed inhibition of typisaafood spoiling and pathogenic bacteria
and enabled the separation of seven interestirgjerhi Sequencing of the 16S rRNA gene of
representative isolates each cluster allowed ifieaion of threeLeuconostogelidum two
Lactococcus pisciupone Lactobacillusfuchuensisand oneCarnobacteriumalterfunditum

No biogenic amine production was recorded for anthe seven selected isolates. Antibiotic
resistance of the isolates revealed sensitivity ctdoramphénicol, tetracycline and
erythromycine and resistance to vancomycin, kanamyolistin and nalidixic acid. These
resistances are widely described among LAB andusuw@lly considered as intrinsic and non
transferable. Growth rate in function of temperatwas tested for orle pisciumand ond.n
gelidumisolate and confirmed their psychrotrophic behawaond their inability to grow at
30°C. One out of seven isolates showed bacteridanactivity. The inhibition mechanisms
of the other isolates are still unknown but maydbe to competition for substrate. Absence of
bacteriocin-like component could be a positive pdim get rapid authorization for food

application in France. This collection of LAB iswaeady for testing on products.

Key words: lactic acid bacteria, seafood, inhibitiobactococcus piscium, Leuconostoc

gelidum, Lactobacillus fuchuensis, Carnobacteridtaréunditum
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INTRODUCTION

Biopreservation is an innovative way of extendige tshelf-life of food products and
reducing microbial risks. Biopreservation consiststhe inoculation of food products by
selected bacterial strains able to inhibit the dhowf undesirable bacteria (for a review see
Rodgers, 2001). Lactic acid bacteria (LAB) are ipatarly interesting candidates for this
technique. Indeed, they are frequently naturalgspnt in food products and are often strong
competitors, by producing a wide range of antinbab metabolites such as organic acids,
hydrogen peroxide, diacetyl and bacteriocins. Tleeg generally recognized as safe
microorganisms (Adams, 1999) and benefit from thalthy image of many dairy products.
Although biopreservation is currently applied imnfiented food, there are few examples in
unfermented products such as seafood. Some sel@itedorganisms that have given good
results in a model medium are not efficient in eedfbecause they do not grow in this low-
sugar content matrix, are not adapted to a chtkedperature or spoil the product (Wessels
and Huss, 1996). Most of the successful studiesarine products have been obtained on the
inhibition of Listeria spp. by different species of LAB, mainly from ti@arnobacterium
genus (Nilssoret al., 1999; Katlaet al., 2001; Yamazalet al., 2003; Brillet et al., 2004,
2005; Vescoveet al.,, 2006), which is due to either bacteriociodoction (Richardet al.,
2003) or competition mechanisms (Nilsset al., 2005). However, other endogenous
pathogenic bacteria, such a&brio parahaemolyticus, V. vulnificuand V. cholerae
Clostridium botulinum histamine-producing bacteria, and post-contanmgabacteria, such
as Staphylococcus aureugr Salmonellaspp, can be associated with seafood safety and
require special attention (Feldhusen 2000; Hessal.,, 2000; Sumner and Ross 2002).
Moreover, due to their high content of low-moleculgeight nitrogenous compounds, their
neutral pH and high water activity value, seafoeddpcts are also extremely sensitive to
microbial spoilageShewanella putrefaciens, Photobacterium phosphoréeromonaspp.
and Pseudomonaspp. are the main spoilers of fresh fish prodsttsed in air or under
vacuum or modified atmosphere packaging (MAP) (Grand Huss 1996; Gram and
Dalgaard 2002). In lightly preserved fish produ®sCl < 6 % in water phase, pH > 5) like
cold-smoked fish, other microorganisms such as LABterobacteriaceaéBrochothrix
thermosphactandVibrio spp. can contribute to spoilage (Jorgenseal., 2000; Leroet al.,
2001; Stohret al., 2001; Joffrauckt al., 2006). In order to develop the biopreséovat

technology to improve quality and extend the shidfof seafood, the selection of lactic acid
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bacteria that show inhibiting properties againsthbpathogenic and spoilage bacteria at
chilled temperatures is necessary.

In this study, a large selection of seafood prosluwas screened for the presence of LAB able
to grow at 15°C but not at 30°C and inhibiting @adt one out of four target strairs (
monocytogengsSt. xylosus, Pseudomonsp, Serratia liquefaciens The selected isolates
were then tested against fourteen new target str&nam-positive and -negative, spoiling
and pathogenic bacteria, isolated from marine prt=luThe most promising LABs were
identified and their inhibition mechanisms tentalyvexplained. Growth profile in function of
temperature was determined to characterize thgehpstrophic behaviour. Biogenic amines
production and antibiotic resistance were testeehture the safety of the strains for a future

use in biopreservation of seafood products.
MATERIALS AND METHODS

First screening: isolation of inhibiting bacteria from seafood products

Fifty-one samples of twenty-seven different comnarseafood products listed in Table 1
were obtained from different supermarkets (Narfeasnce). They were stored at 4 or 8°C and
opened for analysis between 10 days before ancay® after the use-by date. 30 g of each
sample were stomached in physiological water (8-fdilution) (1 g 1* tryptone [Biokar
Diagnostics, Beauvais, France], 8.5 § MNacCl), four successive decimal dilutions were
prepared and 0.1 ml of the mother suspension acid ditution were spread on Elliker agar
plates (four plates per dilution) (48.5 § Elliker [Biokar Diagnostics], 15 ¢*lagar [Biokar
Diagnostics]). Plates were then incubated in armerocondition (Anaerocult A, Merck,
Darmstadt, Germany) at 8°C for 10 to 15 days. At thme, plates presenting between 10 to
15 colonies were selected for a double-layer initobitest.

Four target strains from the HURDLETECH collecti¢rollection established during the
Integrated Project (IP) SEAFOODplus contract No.CHEBRCT-2004-506359) stored at
IFREMER (Nantes, France) were selected for thd fimkibition test:L. monocytogenes
(EU2160),St. xylosugDSMZ 20029),Pseudomonagroup | (EU2189) anée. liquefaciens
(EU2196). These strains were pre-cultivated in MBrdieart Broth (37 g1 BHB, Biokar
Diagnostics) before being diluted and added to eno#toft BHB agar (37 g'IBHB, 10 g I
agar) and then spread on an isolation plate shogiiogth of 10 to 15 colonies. Plates were
then incubated for 24 h at the specific targetirstggowth temperature (Table 2) in order to

obtain a regular lawn. The presence of an inhibidone was checked visually. Based on the
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colony appearance, approximately one out of thodenges per plate showing an inhibition
zone was picked up and cultivated in Elliker brathl5°C. Selected isolates were isolated
twice on Elliker agar plate at 15°C, and frozerklhker containing 10 % glycerol (Panreac

Quimicia SA, Barcelona, Spain) at —80°C.

Table 2: Target strains, culture medium and growthtemperature for two successive pre-

cultures (72 and 24 h) for double-layer realization

Species Coder Mediumt Temperature

Bacillus subtilis DSMZ10 BHB 37°C
Brochothrix thermosphacta EU2206 BHB 20°C
Clostridium sporogenes ENITIAA RCM 37°C

Escherichia coli CIP76.24 BHB 37°C
Lactobacillus farciminis EU2204 BHB 20°C
Listeria monocytogenes EU2160 BHB 20°C
Photobacterium phosphoreum  EU2183 BHB + 15 gt NaCl 15°C

Pseudomonagroup | EU2189 BHB 20°C
Psychrobactespp. CCUG 42949 BHB 20°C
Salmonella enterica CIP81.3 BHB 37°C
Serratia liquefaciens EU2196 BHB 20°C
Shewanella putrefaciens EU2187 BHB 20°C
Staphylococcus aureus CIP76.25 BHB 37°C
Staphylococcus xylosus DSMZ 20029 BHB 37°C

*. CCUG: Culture Collection, University of Goteborgsweden; EU: HURDLETECH
collection established during the European SEAFOO®mproject, stored at IFREMER,
Nantes, France; DSMZ: Deutsche Sammlung von Milgawismen und Zellkulturen GmbH,
Braunschweig, Germany; CIP: Collection de l'InstiRasteur, Paris, France; ENITIAA:
collection from ENITIAA, Nantes, France.

t : BHB : Brain Hearth Broth (Biokar Diagnosticsedivais, France); RCM medium
(Reinforced Clostridium medium, prepared accordiagOxoid recommendations): 3 ¢ |
yeast extract (Biokar Diagnostics), 10 g meat extract (Oxoid LTD., Basingstoke,
Hampshire, England), 10 & peptone (Oxoid LTD.), 5 g'lglucose (Merck), 1 g'i potato
starch (La Bovida, Nanterre, France), 5'dNaCl (Merck), 3 g sodium acetate (Merck), 0.5
g I* cystein hydrochloride (Sigma-Aldrich, St Quentiallgvier, France), 0.5 gl agar
(Biokar Diagnostics). The pH was adjusted at 6 f@rgeautoclaving.
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Second screening : selection of psychrotrophic lactacid bacteria among the inhibiting
isolates

The selected isolates were cultivated at 15 an 30°Elliker broth in order to check their
psychrotrophic characteristic. Growth was monitoredially by checking turbidity after 48 h
and one week of culture. Isolates presenting grawth5°C but no growth at 30°C after one
week were selected and tested for three charaateri&ram, catalase and oxidase tests. Only
presumptive LAB i.e. Gram-positive, catalase- aridi@se-negative isolates were selected for

further studies.

Third screening: inhibition spectrum of the selectd lactic acid bacteria isolates

Research of inhibitory capacities of the selectadates was enlarged to fourteen spoilage,
pathogenic or surrogate target strains relevase&bood products (listed in Table 2).

Tested LAB isolates were cultivated for 48 h inikgdt broth at 15°C before being spotted
onto the surface of Elliker plates (10 pl per spot,spots per plate) and plates were incubated
anaerobically for 10 days at 8°C. Kactobacillus curvatusstrain from the IFREMER
collection (SF762) that has no inhibiting abilitiagainst the fourteen target strains was
included in the experiment as a negative contrbe T4 target strains were pre-cultivated in
culture medium and temperature conditions specifiebable 2. They were then individually
added to 15 ml of the same culture medium contgidid g I of molten agar. Molten soft
agar was then spread onto previously spotted acubated Elliker plates. After 24 h of
aerobic incubation at the target strain appropriateperature, plates were examined for
evidence of inhibition. The size of the inhibitiaone was recorded and a score from O to 4
was given as follows: 0 for no inhibition, 1, 2aB8d 4 for an inhibition halo diameter of 1, 2,
3 and 4 cm respectively.

Ward’s hierarchical clustering method with squakgtlidian distance was used to separate
the 52 LAB isolates into groups according to tree $f their inhibition zone for the 14 target

strains (Uniwin plus, version 4.01, Sigma plus,ifdfrance).

Identification of bioprotective lactic acid bacteria

Molecular methods were used for identification loé LAB isolates. After 48 h of culture,
cells were sedimented by centrifugation, washed r@aguspended in T100E buffer (100
mmol I* Tris-Hcl, 10 mmol ¥ EDTA). Chromosomal DNA was prepared from the
suspension using the acetate method (Weisburg, 419811).
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The sequencing of the 16S rRNA gene of seven selebtopreservative isolates was
performed. The primers used for the amplificatidnttee 16S rRNA gene were fD1 (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) and rD1 (5- TAAGGAGGTGATCAGCC-3)
(Weisburg et al., 1991). The PCR amplified DNA freepts with primers fdl and rdl
contained the complete 16S rRNA gene. PCR reactwaie performed in a PTC-100
thermocycler in a total volume of 50 pl containiby PCR buffer, 1.5 mmol MgCl,, 1 pg
mi™ DNA, 0.8 umol I each primer, 0.2 mmotl(each) dNTP and 2U Taq DNA polymerase
(New England Biolabs, Hitchin, UK). Amplificatioroosisted of a 60 s denaturation step at
94°C, a 60 s annealing step at 56°C and a 60 si®gtestep at 72°C. The first cycle was
preceded by incubation for 5 min at 94°C. Afterc3%les, there was a final 7 min extension
at 72°C. Negative controls containing no DNA tenmplavere included in parallel. The
nucleotide sequence of the amplified 16S rRNA gesas determined with an ABI 370
automated sequencer using the Taq Dye-Deoxy TMitator cycle sequencing method
(Genome Express company, Meylan, France). Antiegbarrors of PCR and sequencing
reactions were avoided by sequencing both DNA dgaBequence treatment was performed

using the CAP3 Sequence Assembly Progréauip:(/pbil.univ-lyonl.fr/cap3.phpand the

invcomp program  Kttp://www.infobiogen.fr/services/analyseq/cqi-fmwcomp _in.p).

Sequences were then compared to databases usingdieetide-nucleotide BlastN program
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST,/Altschulet al., 1997).

RFLP patterns for differentiation dfn. inhaefrom Ln. gelidumspecies were obtained as

described by Kinet al. (2003) using endonuclease BsmAl (Biolab$yADrom Ln. gelidum
DSM5578 (DSMZ, Darmstadt, Germany) and. inhae DSM 15101 were used for
comparison.

Phenotypic tests were carried out as follow: laaticl production and configuration using the
Microzym® system (Biosentec, Toulouse, France)raf& h of growth in Elliker broth at
15°C, gas production by the modified hot tube meétliDicks and van Vuuren 1987),
polysaccharide production on Elliker Petri dishewl dAPI 50CH galleries (Biomerieux,
Marcy-I'Etoile, France) incubated at 15°C for 4@dre performed.

Safety characteristics: biogenic amines productioand antibiotics resistance

Histamine and tyramine production was tested fergéven selected isolates. Cultures were
grown 72 h in Maijala medium (Maijala, 1993) suppnted with 2 gt of tyrosine or 2 gt

of histidine. Standard solutions containing 5 t®@a Qg mf* of pure tyramine or histamine

were prepared for calibration curves. 100 ul oheadture supernatant and standard solution
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were dansylated as described by Eerefaal. (1993). Twenty microliters of dansylated
solution were analyzed by HPLC (Waters 600E Multisnt Delivery System and Waters
2487 Dualh Absorbance Detector, Waters, France) on a C18 CBfi@sorb column (CIL
Cluzeau, France). The gradient elution was camigidas described by Connil et al (2002).
Amines were detected by u.v. absorption at 254 nm.

The antibiotic resistance was determined using alffmsion discs of chloramphenicol,
tetracyclin, erythromycin, vancomycin, kanamycinpligtin and nalidixic acid as
recommended by the supplier (BioRad, Hercules, O8A). Analysis were performed in

triplicate.

Characterization of the inhibiting activity

The inhibition mechanisms of the seven selecteldtis® were investigated. The isolates were
grown for 48 h at 15°C in 10 ml of Elliker brothnda culture cell-free supernatants were
obtained by centrifugation (18000 g for 10 min).p8wmatants were then submitted to
different successive treatments: heating for 10 atiB0°C (step 1); adjusting the pH to 6.5
with 0.1 or 1 mol T NaOH (Merck) (step 2); addition of catalase (Mért¢k a final
concentration of 500 U | 30 min at 25°C (step 3); addition of proteinas¢B¢ehringer,
Mannheim, Germany) to a final concentration of ;i@ mi*, one h at 37°C (step 4). After
each step, 10ul of the supernatants was spottedsoffit agar inoculated with one ml of pre-
cultivated target strains (Table 2). The platesentien incubated for 24 h at target strain
temperature (Table 2) and inhibition zones werenckd.

Temperature growth profile

In order to confirm the psychrotrophic behaviottld selected isolates, maximal growth rate
in function of temperature were determined in atorated optical density measurements
system Bioscreen C for two isolates: EU2241 andZZJ2Experiments were performed with
a modified method of described by Augustinal. (1999). Isolates were subcultured a 15°C
for 24 h (EU2241) or 72 h (EU2247) and then inomdaat 5% (v/v) in modified Elliker
medium (20 g/l tryptone, 5 g/l yeast extract, 2lxgglatin, 7.5 g/l lactose, 7.5 g/l glucose, 1.5
g/l sodium acetate, 0.5 g/l ascorbic acid, 20 gdism chloride). Modified Elliker medium
was used to prevent polysaccharide production fiteeieuconostogsolates. Moreover the
salt enhanced the growth of the tested isolateghtHialf-dilutions were prepared from this
dilution, and 200 ul of each of the nine dilutionsre placed in the wells of honeycomb

sterile plate. The last well of the series wagdlivith 200 pl of sterile medium as a negative
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control. The plates were placed in the BioscreefL&bsystem, Labsystem France SA, Les
Ulis, France) and incubated at constant temperabucebation temperatures were 0, 2, 5, 8,
11, 14, 17, 20, 23, 26 and 29°C. OD measuremer@8@nhm were performed automatically
every 20 min after a 20 s shaking and recordedhieysbftware Research Express v1.05
(Transgalactic Ltd., Helsinki, Finland).

The maximum growth rate was calculated by a linesgression method according to
equation:

LN(N;) = K — pnax*DT;

With N; : initial number of cell in the well and DTabsorbance detection time in well in mid-
exponential phase.

All calculations were done using Matlab softwareg¢™athworks, Natick, MA, USA).

RESULTS AND DISCUSSION

Isolation of potentially bioprotective bacteria from seafood products

This study presents the first steps of the selectwd inhibiting LAB strains, for a
biopreservative strategy of seafood products baseithe growth at low temperature. A total
of 132 colonies were isolated from the first doulalger inhibition test. Many presumptive
LAB colonies were obtained from MAP and smoked fisbducts. This is consistent with
previous publications (Lerat al., 1998; Gonzalez-Rodriguetal., 2002). With only 15% of
the analyzed samples (8 out of 51), the salmonyatsd(fresh MAP salmon and smoked
salmon) were the origin of nearly 64 % of the seldgsolates (85 out of 132). Cold-smoked
salmon has often been found to be a good provitlé/A8 with antimicrobial properties.
Fourteen and 41%, respectively, of the isolatetedefsom this matrix respectively by Duffes
et al., (1999) and Tomé et al., (2006) have showninligterial properties. From the 132
selected isolates, 54 (41 %) were able to gronb&€ Jand showed no growth at 30°C. Fifty-
two (96 %) out of the 54 psychrotrophic isolatesved typical LAB characteristics, i.e.
Gram-positive, catalase-negative and oxydase-negathe screening of commercial seafood

products allowed the selection of 52 inhibitinglades, presenting LAB characteristics and
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Table 1: Number of colonies screened and selectedrproduct

Selected ]
Selected isolates

Colonies Colonies showing |solated isolates based
Product name based on LAB
covered inhibitionT (%) colonies on growth o
temperaturé characteristic8

MAP* salmon 718 151 (21%) 48 39 39
MAP* sea-bream 240 11 (4%) 13 7 5
Cold-smoked salmon 554 221 (40%) 37 5 5
MAP* rough head grenadier 520 24 (4%) 7 3
MAP* shrimp 157 26 (16%) 11 0 0
Smoked haddock 217 4 (2%)
Roe cod (tarama) 174 0 (0%)
MAP* whiting 456 14 (3%) 3 0 0
Smoked herring 300 2 (1%) 2 0 0
Smoked shark 476 2 (0,5%) 2 0 0
Sea-bream viscera 184 1 (0,5%) 1 0 0
Red mullet viscera 371 0 (0%) 0 0 0
Smoked tuna fish 368 0 (0%) 0 0 0
Smoked trout 354 0 (0%) 0 0 0
Mackerel viscera 198 0 (0%) 0 0 0
Salmon carpaccio 128 0 (0%) 0 0 0
Smoked mackerel 121 0 (0%) 0 0 0
Herring viscera 39 0 (0%) 0 0 0
Salted cod, Shrimp (fresh) ,
Roe lumpfish, Roe salmon,
Marinated sardines, Anchovy, 0 0 (0%) 0 0 0
Mussel, Pickled shell fish,
Pickled herring

Total 5575 456 (8%) 132 54 52

*. MAP : modified atmosphere packaging

t: number of colonies showing inhibition of at leame target strain amongisteria

monocytogene$EU2160), Staphylococcus xylosu®SMZ 20029),Pseudomonagroup |

(EU2189) andSerratia liquefacien$EU2196). In bracket, percentage of colonies shgvan

inhibition

t: isolates able to grow at 15°C but not at 30°C

8. Gram-positive, catalase- and oxidase-negatigkatess, able to grow at 15°C but not at

30°C
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unable to grow at 30°C or above. All the resultsa@yning the isolation and characterization
of these potentially bioprotective bacteria arespreed in Table 1. These 52 LAB isolates
were added to the HURDLETECH collection under nuraligJ)2213 to EU2264.

Table 3: Mean inhibitory spectrum of eight clustersof psychrophilic lactic acid bacteria
against fourteen target strain (the number representhe mean inhibition halo diameter

of the group, in cm). Groups are obtained by the Wial's hierarchichal clustering

method.
Target strain
Gram + Gram -
o © £ : . o E
= %) & %) © 2y c >
., 8., 2 5 c 5 2 .8 5 8 & ¢ g
o c o o o = a o 4 S G S &8 £ 5
= () < (@] e = S 0 = © 3 o et
%) n o) o o £ 2 > Q = £ 9 g €
2 292 5 2 8 § © B X 2 85 5 7 & o
S s 2 & &5 = £ £ 2 ¢ £ 3ga 8 = § - =
Q nog € ¥ 2 73 & <2 I 3 o - E 8
14 — T 08 X U . B ©® 2T o 0 £ & :
O 4 a0 o ® m z o ® a o o o u
1(16) EU2213 40 1.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00 22 2™ 0.0 0.0
2(12) EU2229 40 20 10 10 10 00 00 13 10 3.0 2m 0.0 0.
3(6) EU2241 40 20 10 20 10 00 00 40 4m® 20 3.0 1.0 0.0
4(9) EU2247 4.0 17 3.0 10 00 0.0 0.0 40 4m® 2.0 0.0 0.0 0.0
5(2) EU2255 3.0 20 10 10 10 1.0 00 20 2m® 2.0 20 10 1.0
6 (1) EU2257 2.0 20 10 10 00 00 1.0 3.0 2.m 1.0 20 0.0 0.

7(2) EU2262 40 10 10 10 30 00 00 30 4® 1.0 10 3.0 30
8(5) N/A 00 10 08 00 00 00 00O 10 04 022002 0.0 0.

*. in brackets : number of isolates per cluster.

t: name of the selected representative isolateetHtURDLTECH collection

Inhibition spectrum of the isolates

The aim of this experiment was to differentiate 8& LAB isolates upon their inhibiting
capacities against a wide selection of Gram-pasiand Gram-negative, pathogenic and
spoiling strains relevant to seafood (later reférte as target strains). Most of the target
strains used during the third screening to estatil® inhibitory spectrum are commonly

reported in seafood products.
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Clustering was done to separate the 52 isolatesdiusters according to the size of their
inhibition zone. The mean inhibitory spectrum otlealuster is presented in Table 3. Eight
distinct clusters were formed from this analysidl &usters contained from one to 16
isolates. Cluster 8 grouped together five isolateswing the weakest inhibiting capacities,
including the negative contrab. curvatusSF762 Isolates from this cluster where not further
investigated in this study.

All the tested LAB strains showed at least weakihition of L. monocytogenesAs
demonstrated in many studies, this confirms thétaloif LAB strains, isolated from various
food products, to inhibiL. monocytogeneBuddeet al., 2003; Brilletet al., 2005; Alvarado
et al., 2005; Wilsoret al.,, 2005; Weiss and Hammes, 2006). lJAsmonocytogeness
commonly found in ready-to-eat foods and lightlggerved seafood products (Ben Embarek,
1994; Husset al., 2000), it is interesting for a bioproteetstrain to have inhibiting capacities
toward this particular pathogen.

For each of the seven interesting clusters, théovimhg isolates showing the highest
inhibitory effect were chosen for further analysisJ2213, EU2229, EU2241, EU2247,
EU2255, EU2257 and EU2262 (see table 3).

Selection and identification of 7 representative sains

Sequencing of the 16S rRNA gene and comparison antine databanks enabled a more
precise identification of these isolates. Isol&&R2213, EU2247 and EU2262 (from clusters
1, 4 and 7 respectively) were identifiedlas gelidumor Ln. inhae both at 99 % identity.
RFLP analysis allowed the separation of 2 restmctiragments of approximately 200 and
700 bp. Comparison of these results with RFLP tedtdmLn. gelidumandLn. inhae(Kim

et al., 2003) allowed to identify them as part loé Ln. gelidumspecie. These strains were
heterofermentative, produced mainly D(-) lacticdaégsomer and had a slimy colony
appearance on Elliker agar. Polysaccharide prooluatould be spoiling on some products.
But according to the USDA nutrient database
(http://www.nal.usda.gov/fnic/foodcomp/seanckéafood products have a low sugar content

so it is unlikely that polysaccharide productionliviie a problem. Isolates EU2229 and
EU2241 (from clusters 2 and 3 respectively) wesnidied asLactococcugpiscium at 99 %
identity. They were homofermentative cocci prodgamainly the L(+) isomer of lactic acid.
Isolate EU2255 from cluster 5 was identified.astobacillus fuchuensiat 98 % identity and
was heterofermentative. Isolate EU2257 from clusteras identified agCarnobacterium
alterfunditum at 98 % identity and was homofermentative. The sequmg results and

phenotypic characteristics of the seven selectddtes are summarized in Table 4.
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Table 4: Phenotypic and molecular characteristicsfahe seven representative LAB

isolates
S c T S c € 9 c
_ B - T S35 2 s 53 §
g £ O o 8 B S 8 I 8 T 2 <
17 QL © =] 13 5 o 8 c o 5 £ Z
> @ o = D& o Q E g 8 @
o g 2 & g E2 S £ £ 8o
) 4 O © S @ % > g n
4 ©q - = 8 = 39
1 EU2213 MAP salmon D(-) Yes Hetero-fermentatioheuconostoc
inhae/gelidum
2 EU2229 MAP salmon L(+) No Homo-fermentationLactococcus
piscium
3 EU2241 MAP salmon L(+) No Homo-fermentationLactococcus
piscium

4 EU2247 MAP salmon D(-) Yes Hetero-fermentatioheuconostoc
inhae/gelidum
5 EU2255 MAP sea-bream L(+) No Hetero-fermentatiobactobacillus

fuchuensis
6 EU2257 MAP rough- L(+) No Homo-fermentation Carnobacterium
head grenadier alterfunditum
7 EU2262 cold smoked D(-) Yes Hetero-fermentation Leuconostoc
salmon inhae/gelidum

Isolates EU2213, EU2247 and EU2262 all fermented ftllowing sugars in APl 50CH
galleries : L-arabinose, ribose, D-xylose, gluco$eictose, alpha-Methyl-D-Glucoside,
esculin, cellobiose, melibiose, sucrose, trehalosdfinose, gentiobiose, D-turanose,
gluconate and 5-Keto-Gluconate. In addition, issdaEU2213 and EU2247 fermented
mannose and maltose. Isolates EU2229 and EU224defded : L-arabinose, ribose, D-
xylose, galactose, glucose, fructose, mannose, ilognN-Acetyl-Glucosamine, amygdalin,
arbutin, esculin, salicin, maltose, lactose, mekbki sucrose, trehalose, melezitose, raffinose,
gentiobiose, D-turanose, and gluconate. In additisvlate EU2213 fermented sorbitol and
cellobiose, and isolate EU2241 fermented alpha-MddGlucoside. Isolate EU2255
fermented : ribose, galactose, glucose, fructosemnmse, N-Acetyl-Glucosamine, amygdalin,
arbutin, esculin, salicin, cellobiose, trehalosentgpbiose, D-tagatose and gluconate. Isolate
EU2257 only fermented esculin.

Lactococcusspp. andLeuconostocspp. have already been isolated from seafood ptedu
(Mauguin and Novel, 1994; Wilderdyket al., 2004) although, generall@arnobacterium
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spp. andLactobacillusspp. were found dominant among the LAB flora (Lesbal., 1998;
Truelstrup-Hansen et al., 1998; Gonzalez-Rodrigaied., 2002; Rachmaet al., 2004).
Although belonging to genus frequently associateth veeafood products, the species
identified during this study are not often isolafesin seafood products. This may be due to
the fact that only psychrotrophic isolates weresteld during the screening.

Safety of the selected isolates: biogenic aminesogiuction and resistance to antibiotics
Before considering their use for the biopreservatibfood products, some safety aspects of
the LAB isolates must be investigated. Knowledgéhefantibiotic resistance and sensitivity
of the strains is recommended (Rodgers, 2001 )o#Ale seven tested strains were found to
be sensitive to chloramphenicol, tetracycline arygtheomycin except isolate EU2241 which
showed intermediate resistance to erythromycinisdllates were resistant to vancomycin,
kanamycin, colistin and nalidixic acid. These resises are widely described among LAB
and are usually considered as intrinsic and narsteaable (Mathur and Singh, 2005).
Biogenic amines production in food is often relatedthe presence of bacteria, including
lactic acid bacteria (ten Bringt al., 1990). Seafood products have already belated to the
presence of high amounts of biogenic amines (Leishal., 1994, Emborgt al., 2002) and
biogenic amine production by biopreservative LABasts have already been reported
(Connil et al., 2002; Brillet et al., 2004). Thestaimine and tyramine production for the seven
tested strains was below the detection threshold @fg m* meaning that the isolates
characterized in this study could be tested in pectgl without risks of biogenic amine
production.

Growth profile in function of temperature

Different strategies for the biopreservation offsed products have already been conducted
(Brillet et al., 2004; Altieriet al., 2005) but none of them focused on the edlaptation of
protective strains. The growth rate in functionterhperature was tested for two isolales:
piscium EU2241 andLn. gelidum EU2247. According to optical density measurements,
optimum growth temperature of isolate EU2241 wa¥C2@&ith a maximal growth rate of:
Hmaxzs = 0.5921 H (Tgo6= 1 h 11 min). Growth was recorded at 0°C, witmaximal growth
rate of: pnaxo = 0.0243 H (Tgo = 28 h 31 min). The optimum growth temperaturesofate
EU2247 was 20°C, with a maximal growth rate @fio= 0.4399 H (Tgo = 1 h 34 min).
Growth was also recorded at 0°C, with a maximaivgnorate phaxo = 0.0278 H (Ty=24h

56 min). No growth was recorded at 29°C or abovexikhal growth rate in function of

temperature is presented in figure 1.
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LAB are generally mesophilic organisms, with animopd growth temperature around 30°C
and a maximum between 35 and 45°C. Some LAB haee kescribed as psychrotrophic
organisms which means that they are capable ofiggot¥l 0°C (van de Guchte et al., 2002).
The isolates presented in this study grow welloat temperature and have a maximum
growth temperature below 30°C, which is very uncanmamong psychtrophic LAB. In fact,

only one LAB isolated from vacuum-packed refrigetatbeef and presenting the same
characteristic has been identifiddy. algidus(Kato et al., 2000). The interest of selecting
bioprotective LAB isolates presenting such charstie is that they will have an inhibiting

effect at chilled storage temperature, making tineomne competitive against the spoiling flora
which generally develops at this temperature. Tivdlynot grow at the body temperature

(meaning that no growth will occur in the humanedigve system). Moreover they will not

grow in the conditions used to enumerate total ipleitio bacteria (PCA, 30°C), a count used
by many industries as an hygienic criterion, ireculation with these bioprotective strains
will not mask any hygienic problem. Their growthachcteristics make them very promising

for the biopreservation of refrigerated food praguc
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Figure 1: Maximum growth rate pmax in function of temperature for two LAB isolates,

Lactococus piscium EU2241 @) and Leuconostoc gelidum EU2247 (A).

Antimicrobial mechanisms of the seven selected istés
Investigation of the inhibition mechanisms was iearrout. For five out of seven isolates
tested (EU2213, EU2229, EU2241, EU2255, EU2262)nhibition zone was recorded when
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the untreated supernatant was used. The inhibigoarded in previous screenings seems to
be related to the presence of the colony, maybstioyng colony-dependent acidification or
nutritional competition. Tests on products will barried out to ensure that there is no
downshift of the sensorial quality induced by thissdgates. The culture supernatant of isolate
EU2257 showed activity when spotted agaihbt farciminis, Bx. thermosphacta, Sw.
putrefaciens, L. monocytogenes, St. xylosus, Psemalassp, Se. liquefacienandSt. aureus
Heating stopped the activity, i. e. no activity wietected for spots of step 1, 2, 3 and 4. A
thermo sensitive compound may be responsible fisr itthibition. More investigation are
needed to determine the exact nature of this comgholihe culture supernatant of isolate
EU2247 identified as d.n. gelidum showed activity againstLb. farciminis and L.
monocytogenesThis inhibition did not disappear after heat tneent, pH adjustment and
catalase treatment. Addition of proteinase K stdpie activity, suggesting that this isolate
produced a bacteriocin-like component. Bacteridgia- components have already been
identified fromLeuconostospp. (Dabaet al., 1991; Hastingst al., 1991; Buddet al., 2003).
The inhibition spectrum of this type of componengenerally restricted toisteria spp. and
closely related Gram-positive strains (Jatlkal., 1996; Helandest al., 1997; Milletteet al.,
2004) and it was also noticed in this experiment.

The creation of a collection of lactic acid badestrains from seafood products has been
successfully carried out. All these 52 isolatesrshsimilar characteristics: inhibition of
spoiling and pathogenic/surrogate bacteria andhpsyophic characteristics with absence of
growth at 30°C. The identification of seven reprgagve isolates led to different genera and
species such akn. gelidum Lc. piscium Lb. fuchuensisand Cb. alterfunditum To our
knowledge, no work has been conducted on theimpiateapplication as bioprotective agents
of those species in seafood products. Most of ésetl strains do not produce bacteriocins,
which can be an advantage in obtaining the autaboiz of use for a human food application.
In France (and in Europe), there is no regulatmmcerning the use of new strains in food; the
authorization is delivered case by case by therivetgy or the fraud services (DSV- Direction
des Services Vétérinaires or DGCCRF-Direction Ga#leérde la Concurrence, de la
Consommation et de la Répression des Fraudes)] loaiselear identification of the strains
and proof of their efficacy and safety followingcosnmendations from AFSSA (AFSSA,
2002). The production of bacteriocin often impliesg work on presumptive resistance
mechanisms before the legal authorizations can Htaired. In this study, potentially

bioprotective but non-bacteriocin producers LABBsts were investigated. This way, if these
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strains are to be used at industrial scale, awmatbon will be easier to obtain. Inhibiting
isolates from group 5 or 7, identified lals. fuchuensisindLn. gelidunrespectively, seems to
be particularly interesting as they inhibit mostlu pathogenic/surrogate and spoiling strains
tested. However, more work is needed to investitjad@ in situ antimicrobial activity, as
well as their safety and sensory acceptability &ofood application. A combination of
different bioprotective LAB could also be a stratdg improve the quality and safety of
seafood products. Finally, their growth charactessin function of temperature is rather
uncommon and make them very promising for the leisgrvation of chilled seafood

products.
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Résultats complémentaires

Afin de confirmer la pertinence du regroupementetié a partir des résultats du spectre
d'inhibition, des analyses taxonomiques ont étéeprises sur I'ensemble des 52 isolats de la

collection.
1) Analyses taxonomiques

Les isolats ont été analysés par amplification @R de la région intergénique des ARNr
16S et 23S selon la méthode de la PCR ISR (intarggracer region) décrite par Kabadjova
et al. (2002). Les amorces utilisées sont : 16S-2: CTTGABACCGCCCGTC et 23S-7:
GGTACTTAGATGTTTCAGTTC. Les réactions ont été réaéis dans un volume total de 25
ul contenant : tampon PCR 1X, 0,05 mmdl de chaque dNTP, 0,4 umét He chaque
amorce, 1,5 mmoli de MgCh, 1U de Taq DNA polymerase (Biolabs, St Quentin en
Yvelines, France) et 4 ng id'ADN. Le programme utilisé consiste en : 60 449 75 s &
56°C et 75 s a 72°C, répété 35 fois. Le cycle extgné par une dénaturation de 5 min a 94°C
et se termine par une extension finale de 7 mig°&€ 7Les réactions ont été réalisées dans un
appareil MasterCycler (Eppendorf, Hamburg, Germahgs souches de références utilisées
étaient :Leuconostoc mesenteroidgsdextranicumDSMZ 20484 (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschwé&grmany)Leuconostoc inha€lP
108-081, Lactococcuslactis sp lactis CIP 102-975,Lactococcus pisciunCIP 104-371,
(Collection de l'Institut Pasteur, Paris, FrandeCarnobacterium divergeng41 (collection

de ENITIAA). Tous les produits de PCR ont été sépaur gel d'agarose a 1,5% (w/v) et

visualisés apres coloration au bromure d'éthidium.

La configuration de I'acide lactique majoritairéta testée pour la totalité des 52 isolats de la
collection en utilisant le systeme de dosage entigma Microzym® (Biosentec, Toulouse,

France) aprés 48 h de croissance en milieu EIEKES°C.

L'amplification des régions intergéniques des ARBS et 23S par PCR a mis en évidence la
présence d'un profil de migration majeur, compdaé ffagment unique d'une taille de 750
pb pour 44 isolats correspondant a l'intégrali® gteupes 1, 2, 3, 4 (excepté l'isolat EU2258)

et 7. Ce profil était identique a celui obtenu ptag souches de référenice. mesenteroides
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DSMZ 20484,Ln. inhaeCIP 108-081 et.c. pisciumCIP 104-371. Les profils des souches
représentatives des groupes 1, 2, 3 et 4 sontréasen figure 5.Afin de différencier les
souches dd.euconostocsp. des souches deactococcussp., la configuration de l'acide
lactique majoritaire de ces groupes a été compadiaes les isolats des groupes 1, 4 (excepté
l'isolat EU2258) et 7 produisaient en majorité ‘deitle lactique D(-), ce qui signifie que ces
isolats appartenaient au gerireuconostocA l'inverse, tous les isolats des groupes 2 et 3
produisaient majoritairement de l'acide lactique)lLet ont donc été identifiés comme faisant
partie du genrd.actococcusL'isolat EU2258 du groupe 4 présentait un proél PCR ISR
composé d'un fragment de 650 pb identique au paefilc. lactis CIP 102-975. Il produisait
majoritairement de l'acide lactique L(+) et a do#é® inclus lui aussi dans le genre
LactococcusLes isolats des groupes 5, 6 et 8 ont montrépdefds de PCR ISR composés
de 2 ou 3 fragments, généralement obtenus poupdetries des genrésctobacilluset

Carnobacterium

M1 2 3 45 67 8 9M

Figure 6 : Electrophorese sur un gel a 1,5% d'agase des fragments ITS 16S-23S
amplifiés par PCR des isolats des genrésactococcus et Leuconostoc.

M : marqueur de poids moléculaire 100 pb; 1 : EUR2toupe 1Ln. gelidum; 2 : EU2229,
groupe 2Lactococcussp.; 3 : EU2241, groupe 3,actococcussp.; 4 : EU2247, groupe 4,
Ln. gelidum; 5 : Ln. inhaeCIP 108-081 ; 6 Ln. mesenteroideBSMZ 20484 ; 7 Lc. lactis
CIP 102-975 ; 8 Lc. pisciumCIP 104-371 ; 9 : contrdle negaitif.
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Ces analyses ont permis de mettre en évidencd lguia les isolats regroupés par la méthode
du spectre d'inhibition formaient des groupes taxaiques homogenes comme indiqué dans

le tableau 5.

Tableau 5 : Profils de PCR ITS et configuration dd'acide lactique des groupes d'isolats

obtenus grace au spectre d'inhibition.

Groupe Nombre Profils ITS Configuration deGenre
d'inhibition d'isolats I'acide lactique présumé

1 16 1 fragment de 750 pb D(-)

4 8 1 fragment de 750 pb D(-) Leuconostoc
7 2 1 fragment de 750 pb D(-)

2 12 1 fragment de 750 pb L(+)

3 6 1 fragment de 750 pb L(+) Lactococcus
4 1 1 fragment de 650 pb L(+)

5 2 3 fragments de 600, 750 et 800 pb L(+) IndéiteEm
6 1 3 fragments de 600, 700 et 750 pb L(+) IndéiteEm
8 4 Profils variés a 2 ou 3 bandes D/L ou L Indéiae

2) Identification partielle d'une nouvelle espéce b  actérienne : Lactococcus

frigens sp.nov.

Les souches EU2229 et EU2241 isolées du saumodiairdgrd été identifiées comme faisant
partie de l'especkactococcus pisciuntCependant les profils de croissance des isotaty é
tres éloignés de ceux décrits pour cette espeseamyses taxonomiques complémentaires
ont été realisées. Elles ont révélé que ces souonemient une nouvelle espece distincte

dont les caractéristiques sont présentées ici.

Les colonies apparaissent apres 48h de cultur€@ 20r gélose Elliker. Elles sont petites
(0,5 a 1 mm de diametre), blanches, lisses, roetldembées. Les cellules observées au
microscope a contraste de phase Olympus CH-2 (Qlgmpokyo, Japon) aprés 24h de
croissance en milieu Elliker liquide a 15°C somdes, seules ou en courtes chaines (2 a 8

cellules) et immobiles.

Le profil fermentaire de la souche EU2241 a étéerddiné par galerie APl 50CH
(Biomerieux, Marcy-I'Etoile, France) incubée 48 h1%a°C. Les tests ont été réalisés en
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double. Les sucres fermentés sont : L-arabinodmsei, D-xylose, galactose, glucose,
fructose, mannose, mannitol, N-Acetyl-Glucosamaraygdaline, arbutine, salicine, maltose,
lactose, melibiose, sucrose, trehalose, melezitos#inose, gentiobiose, D-turanose, et

gluconate. Un profil similaire a été enregistré plausouche EU2229.

La composition en G+C de I'ADN a été analysée parDleutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Germany)osela technique de Tamaoka &
Komagata (1984). La valeur de 38,2% de G+C a dt@léa d'aprés la méthode de Meskah
al. (1989). Elle est légérement inférieure a la valdeir38,5 décrite pour la souche type de
I'espécd.c. piscium(Williams et al, 1990).

La structure de la paroi cellulaire a été détermip& DSMZ (Schleifer & Kandler, 1972). La

présence d'un peptidoglycane de typeAdys L-Thr_L-Ala a été révélée.

—= Lactococcus raffinolactis DSM20443

431 + Streptococcus pyogenes ATCC12344
2t * Streptococcus iniae ATCC29178
sm) ——= Sireptococcus agalactiae ATCC 27956
* - ﬁi—- Streptococcus equinus ATCCS812
—= Streptococcus bovis CIPB2.5
08} 5 *Lactococcus garvieae NCDO2156
[ Lactococcus lactis subsp. cremoris MG 1363

- Lactococcus plantarum DSM20686
L*_.—~Lactococcus piscium CCUG32732
445Le Lactococcus sp. EU2241

0,110

Figure 7 : Arbre phylogénétique établi sur la basale la comparaison des séquences de
genes d'’ARN 16S montrant la relation entre la souadh EU2241 et les especes les plus
proches.

Les chiffres sur chaque noeud représentent lesrgatieubootstrap.

Le séquencage du géne de I'ARNr 16S a été réaliagne portion d'environ 1500 pb selon la
méthode décrite précédemment. La séquence a éfimodea la base de données Genbank, et
les 10 séquences présentant les taux d'identitglussélevés ont été alignées (environ 1500
paires de bases). Un arbre phylogénétique a enstditeonstruit a partir de cet alignement
avec le logiciel CLC Free Workbench 4.0.3 (CLC Bi®, Aarhus, Denmark) en utilisant la

71



Chapitre |

méthode du plus proche voisin. La fiabilité de tmstruction a été testée en utilisant une
valeur de rééchantillonage (bootstrap) de 500 a@et est présenté en figure 7.

Les taux d'identité les plus élevés (hors soucloes identifiees) ont été obtenus avec les
génes correspondant aux souchesalgococcus pisciuftCUG 32732 (99%),.actococcus
plantarum DSM 20686 (97%) eLactococcus raffinolactibSM 20443 (97%). Ces valeurs
indiquent clairement que cette souche fait patigenreLactococcusUne forte identité a de
plus été remarquée entre la soudlectococcussp. EU2241 et un groupe de bactéries
lactiques isolées a partir d'échantillons commescide poulet. Le séquencage du géne de
I'ARN 16S de ces souches montre un taux d'ided&t®9% avec la souche de référence de
Lc. pisciumCCUG 32732, mais des différences observées lorsyplage par RFLP ont
conduit a les classer comme nouvelle espece, finataht non décrite (Vihavainest al,
2007).

L'hybridation ADN-ADN a été réalisée par DSMZ selerprotocole décrit par De Lest al.
(1970) et modifiee par Escara & Hutton (1980). €ettalyse a mis en évidence que l'identité
entre la souche EU2241 et la souche de référente.deisciumDSM 6634 n'était que de
51%, 25% avec la souche de. raffinolactis DSM 20443 et 16% avec la souche lde
plantarumDSM 20686. Ces valeurs sont bien inférieures k& & 70% recommandée pour

la différenciation d'une nouvelle espéce bactérgiviayneet al, 1987).

Dans l'ensemble, les données phénotypiques et mlaids présentées ici semblent indiquer
que la souchéactococcussp. EU2241 représente une nouvelle espece. Qasatésseront
confirmés a partir d'une comparaison par AFLP (&redl fragment lenght polymorphism)

des souches représentatives de cette nouvelleeegpdes espéces les plus proches.

72



Chapitre |

Amelioration de la qualité et de la sécurité
microbiologique de crevettes cuites décortiquées et de
saumon fumé emballés sous vide par utilisation de

bactéries lactiques psychrotrophes

Publication 3 :

S. Matamoros F. Leroi, M. Cardinal, F. Gigout, F. Kasbi Chadli Cornet, H.
Prévost and M.F. Pilet

Psychrotrophic lactic acid bacteria used to impreafety and quality of vacuum

packed cooked and peeled tropical shrimps andstoltked salmon

Article en préparation

73



Chapitre Il

Introduction

Si de nombreux essais de biopréservation ont matéle contrdle du risque ddsteria
monocytogeneslans les produits de la mer, tres peu en revapnadhesté menés sur la
préservation des qualités organoleptiques et bition des flores altérantes. Ainsi I'efficacité
de souches deCarnobacteriumproductrices de bactériocines a été montrée cadntre
monocytogeneslans le saumon fumé, mais sans effet sur lest@sialrganoleptiques du
produits (Yamazakiet al, 2003 ; Brillet et al, 2005). Les études réalisées sur la
biopréservation des crevettes sont plus rares (§80a & Lauzon, 1995) et ont porté

exclusivement sur l'utilisation de bactériocines.

L'objectif de la deuxieme partie de ces travauxdestester le comportement de souches de
bactéries lactiques bioprotectrices sur deux ptedudiifférents : les crevettes cuites
décortiquées emballées sous vide et le saumon fLesél souches utilisées ont été isolées de
produits de la mer et ont toutes montré des casaditnhibition en boite de Pétri contre un
large spectre de souches pathogénes et altéraniepdrtie ). Des analyses sensorielles ont
été menées pour déterminer si l'inoculation desoeshes conduisait a une augmentation de
la durée de conservation des produits, et si lesigdcaractéristiques du produit frais étaient
modifiées en leur présence. Le saumon fumé estradujp bien caractérisé au niveau
sensoriel. En revanche peu de données sont postalit disponibles sur les crevettes. La
création de profils sensoriels et I'entrainementjuty d'analyse sensorielle était donc un
objectif essentiel pour le laboratoire de I''FREMHRes analyses microbiologiques ont été
menées afin d'essayer de corréler les changementoriels observés avec les flores
indicatrices typiqguement utilisées pour controtedurée de vie de ces produits : flores totales
meésophile et psychrotrophe, entérobactéries eébestlactiques. Enfin des tests d'inhibition
de bactéries pathogénes ont été effectués surreesttes artificiellement contaminées avec
des souches de monocytogenest St. aureusafin de vérifier I'efficacité de ces souches pour
préserver la sécurité des produits.
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Principaux résultats

Deux lots différents de crevettes ont été utiligésr les analyses sensorielles : le lot M était
compose de crevettes décortiquées et congelédss tare le lot U était constitué de crevettes
entieres congelées. Ces deux lots ont été prédarésle laboratoire de 'ENITIAA : cuisson,
décorticage (pour le lot U), ensemencement des hesuale bactéries lactiques par
pulvérisation et emballage sous vide. Les échansliont ensuite été stockés a 8°C, ce qui est
supérieur a la température recommandeée pour leep@i®n de ce type de produit (4°C)
mais permet d'obtenir une altération plus rapides analyses sensorielles ont été conduites
aprés 1 et 4 semaines de conservation. Les édbastitle contrdles se sont révélés non
altérés aprés une semaine, et trés altérés aplés 4ouchekeuconostoc gelidulaU2247 et

Lc. gelidum EU2262 n'étaient pas altérantes aprés une sentkgneonservation, et ne
modifiaient pas les odeurs des crevettes. Une aattdioration de la durée de conservation a
été constatée aprés 4 semaines pour ces 2 édmstijlugés non altéré par 82 % des
membres du jury d'analyse sensorielle. A linvdese échantillons ensemencés avec les
souchesLb. fuchuensiEU2255 etCb. alterfunditumEU2257 ont été jugés altérés des la
premiere semaine de conservation. Les souchekad®coccussp. EU2229 et EU2241
amélioraient la qualité des échantillons sur lely@tles étaient ensemencées, mais de
maniére moins importante que les souches EU2242U262. Enfin la souche den.
gelidumEU2213 présentait des résultats tres variablderartion des lots : sur le lot M elle a
été jugée comme altérante dés la premiere semaigergservation, alors que sur le lot U sa
capacité de biopréservation a été jugée identigeel@ de la souche EU2247. Les analyses
microbiologiques n'ont pas permis de mettre eneigd une corrélation entre I'amélioration

de la durée de conservation du produit et une N@miaes flores mesurées.

Les 4 souches présentant les meilleurs résultats2tnsélectionnées pour les essais de
biopréservation du saumorLn. gelidumEU2247 et EU2262, dtactococcusp. EU2229 et
EU2241. Des tranches de saumon fumé ont été ensép®rn suivant le méme protocole
que précedemment décrit, emballées sous vide separes a 8°C pendant 4 semaines. Des
analyses sensorielles ont été menées apres 2 eahdines de conservation. L'échantillon
témoin non ensemenceé a été jugé faiblement alpges 2 semaines de stockage, et fortement
altéré apres 4 semaines. L'échantillon ensemerag lavsouché.actococcussp. EU2241 a

été jugé non altéré apres 2 et 4 semaines de vatiser Les autres échantillons ont tous été
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jugés altérés apres 2 (souches EU2262 et EU2244) smmaines de conservation (souche
EU2229). A l'inverse des essais sur crevettessdashes déactococcusp. se sont révélées

plus efficaces que les souchesLae gelidumpour la biopréservation du saumon fumé. Ces
résultats soulignent l'importance de choisir descBes bioprotectrices en fonction de la

matrice alimentaire sur laquelle elles serontsdiis.

Pour les tests d'inhibition de bactéries pathogeResouches ont été sélectionnées : une
souche dd.actococcussp. (EU2241) et une souche de. gelidum(EU2247). Elles ont été
co-inoculées avec des souched deonocytogenestV. choleraeou St. aureussur un lot de
crevettes cuites décortiquées et emballées soaqlaidP). Les deux souches se sont révélées
efficaces pour l'inhibition de. monocytogeneséduisant le taux de 2 log (UFC)genviron
avec des resultats Iégérement meilleurs pour lahs&WEU2241. Dans les échantillons
ensemencés aveSt. aureus la présence de la souche EU2241 a permis de reédui
significativement la charge bactérienne de 2 lo§QUj") environ. L'inhibition produite par

la souche EU2247 était légérement inférieure &XWC g'). La croissance de la souche de
V. choleraes'est révélée trop faible pour obtenir des résulaes tests ont mis en évidence
une meilleure efficacité de la souche Hactococcussp. EU2241 pour l'inhibition des
bactéries pathogenes.
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Abstract

Previously isolated lactic acid bacteria (LAB) fr@eafood products have been investigated
for their capacity to increase the sensory shédf ¢if vacuum-packed shrimps and cold-
smoked salmon (CSS) and to inhibit the growth oée¢hpathogenic bacteria. Two batches of
cooked, peeled and vacuum-packed shrimps were latedu with seven LAB strains
separately at an initial level of 5 log (CF)gand their shelf-life was estimated by sensory
analysis after 7 and 28 days of storage at 8°C. Tewconostoc gelidunstrains greatly
extended the shelf-life of both batches, thactococcus pisciunstrains had a moderate
effect, two were spoilerd_éctobacillus fuchuensiand Carnobacterium alterfunditujnand
the last onel{euconostoc gelidujrshowed highly variable results depending on tatelb
considered. The four strains showing the best te$twwo Ln. gelidumand twoLc. piscium
were selected for the same experiment in CSS.ignptoduct,Lc. pisciumstrains showed
better inhibiting capacities, improving significhnthe sensory quality at 14 and 28 days of
storage. Finally the inhibiting capacities of twoags (oneln. gelidumand ond.c. pisciun)
were tested against three pathogenic bact¥filarid0 cholerae Listeria monocytogeneand
Staphylococcus aureuby challenge test in shrimps. LAB and pathogédiacteria were co-
inoculated in vacuum packed shrimps and enumerhigdg 5 weeks on selective medium.
The strain Lc. piscium EU2241 was able to significantly reduce the numbérL.

monocytogeneandSt. aureusn the product by 2 decimal logarithms.
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Introduction
Among the ready-to-eat (RTE) food, seafood prodlikts cooked and peeled shrimps or

smoked fish are gaining more and more attentiom ftonsumers. France is Europe’s second
largest shrimp market after Spain, with 100 000rimébns imported in 2006 corresponding
to the largest import value for seafood productfoie salmon4, 6). Eighty-two percents are
raw/frozen tropical shrimp@enaeuspp.) that are cooked by local factories, and ibisted
either fresh and unpeeled or decorticated and cstiorenodified atmosphere3). France is
also the first worldwide producer of cold-smokethga (CSS) with 26 000 metric tons in
2005 (data from the French Agricultural and FiskeMinistry). These two kinds of products
are distributed under vacuum or modified atmosphpeekaging (MAP) at chilled
temperature (between 2 and 5°C). In France, praseeg (nitrates, sulfates or sorbate...) can
be added to enhance the shelf-life in cooked prisdoct are forbidden in smoked fish. The
microflora of these products is complex and seem$d mainly associated to process
manipulations. The microbiology of CSS has beerrmsively studied over the past years.
Lactic acid bacteria (LAB) generally dominate themflora at the end of the storage, but
Enterobacteriaceae amhotobacterium phosphoreucan also be an important péttl, 19,

26, 33, 44, 53, 54, 42). Their role in the spoilage of the product idl stot very clear, but
some species likeactobacillus sakeor Brochotrix thermosphacthave been demonstrated
to be spoilers in pure cultur(@). The microbial flora of cooked shrimps is lessulmented.
The dominant Gram-positive flora, mainly constitutd LAB (such asCarnobacteriunspp.,
Enterococcuspp.) andBrochotrixthermosphactdas been associated with spoilafe, 369.

In cooked shrimps and CSS, the pathogenic bactaggeria monocytogenebas been
frequently isolated 1, 23, 55). This bacteria is able to grow and to reach Hayrels in
products stored between 5 and 81@, 5, 36, 37). Other pathogens such &almonellaspp.,
Vibrio spp andStaphylococcuspp. can be found in shrimps, CS9,(23, 38, 51) or other
RTE foods.

Although LAB are sometimes involved in the spoilagfeRTE products, their preservative
role is also widely recognized. It is explained tmeir production of different inhibiting
compounds, including lactic acid, hydrogen peroxiskcteriocins48) and sometimes by a
nutritional competition40). Therefore LAB are very interesting candidatebeaused for the
biopreservation of food product49). Biopreservation is a preservative method thasubke
growth of selected microorganisms on a food prodoictontrol the undesirable (spoiling or
pathogenic) microflora4@). This technology is thought to be used in thetexinof hurdle
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technology, a concept combining several non agiyegseservatives to establish an additive
antimicrobial effect, thus improving the safety ahd sensory quality of foo8{). Most of
the studies performed to test the activity of begarvative LAB in refrigerated meat products
(9, 57) and fish products8( 58) were focused on the activity agaihssteria monocytogenes
Various genera have been proposed for these apptisaCarnobacteriummostly in seafood
(8), Lactobacillus(57) and Leuconostodq9) in meat;Lactococcusare already used in dairy
products 22, 41) and minimally processed vegetabl2g)( However, a low number of work
concerns the inhibition of spoiling microflora ith these products.

The aim of this study was to evaluate the effedinio seafood products of seven previously
isolated LAB strains that have shown inhibitingeetfin model medium against a wide range
of spoiling and pathogenic bacteri@5). The biopreservative potential as well as their
spoiling activity were tested on cooked, vacuumkpdcshrimps. Sensory analysis was
carried out to determine if the selected strainsutated on the product enhanced the sensory
shelf life, while not being detected by the panslis unspoiled products. The four strains
showing the best sensory analysis results on skringye then tested on CSS following the
same protocol. Challenge tests with LAB and thén@génic bacterid. monocytogene¥/.
cholerae and St. aureuswere also performed to determine whether the itih@ activity
recorded on agar plates are observed in a product.
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Materials and methods

Strains and culture conditions

The seven LAB strains used in this studyeyconostoc geliduntU2213, EU2247 and
EU2262;Lactococcus pisciunkU2229 and EU2241;actobacillus fuchuensigU2255 and
Carnobacterium alterfunditureU2257) have been previously selected and idedtffr their
inhibiting capacities against pathogenic and spgililora of seafood product85). These
strains are part of the HURDLETECH Collection (ifrer, Nantes, France) established during
the European SEAFOODplus program.

Pathogenic strains used for challenge tests lasteria monocytogeneBU 2160 isolated
from CSS (HURDLETECH collection)Staphylococcus aureuSIP 76.25 (Institut Pasteur,
Paris, France) andivrio cholerae RF 184 isolated from raw shrimps (Ifremer, Nantes,
France).

LAB and pathogenic strains were stored frozen ilik&l (Biokar Diagnostics, Beauvais,
France) or brain heart broth (Biokar) respectivelgntaining 10 % (v/v) glycerol (Panreac
Quimicia SA, Barcelona, Spain) at —80°C. LAB stgawmere subcultured twice in Elliker
broth at 15°C for 72 h before biopreservative ass&athogenic strains were subcultured
twice in modified Elliker medium (without sucrosadawith a final NaCl concentration of

2%) at 20°C for 24 h before inoculation assays.

Effect of LAB strains on the microbial and sensoryguality of vacuum-packed shrimps
and cold smoked salmon

Two batches of frozen shrimps were obtained from ti¥ferent French manufacturers and
named batch M and batch U. Batch Refaeus vannameivas constituted of farmed, frozen,
beheaded and peeled shrimps. They were cookedwighievious thawing for 2 min 30 sec
in boiling water with 20% salt (w/v). Batch U of ishrimps Penaeuspp.) were cooked in
the same conditions for 4 min 30 sec, then beheadddeeled. After cooking, both batches
were put in melting ice (0°C) supplied with 10%tdaf cooling.

Seven inhibiting LAB strains were tested duringstleixperiment. Cells were pelleted and
washed in the same volume of physiological watey (1 tryptone [Biokar], 8.5 g1 NaCl)
and then diluted 1/20 in physiological water. EA&B strain was inoculated separately in
500 g of shrimps of each batch by spraying botkedagith 2% (v/w) of the diluted culture to
obtain an estimated inoculation level of 5 log (C&t). For each batch of shrimps, a control
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was prepared by spraying physiological water irtste LAB strain. Shrimps were then
vacuum packed using a Multivac A300/16 machine g@tagiller, Wolfertschwenden,
Germany) and 90um thick PA/PE bags (Sacpo, St Mée@rand, France). Each bag
contained four to five shrimps, for a total weigltapproximately 25 g. Samples were stored
at 8°C for 28 days. Microbial analyses were pertminat days 1, 7 and 28 and sensory
analyses at day 7 and 28.

Farmed Norwegian vacuum-packed CSS freshly prodesss bought from a local factory
for biopreservation assays. Four LAB strains westeld during this experimentc. piscium
EU2229 and EU2241, anldn. gelidumEU2247 and EU2262 using the same inoculation
method as for the shrimp experiments. Samples wetdated 28 days under the following
conditions: one week at 4°C, two weeks at 6°C and week at 10°C, according to the
French producer’s recommendations for shelf lifedegion. Microbial analyses were carried

out at days 0, 14 and 28 and sensory analysespgeicamed at day 14 and 28.

Challenge test for pathogenic flora

Previously frozen, beheaded and decorticated skrif@pnaeus vannameivere obtained
from the same manufacturer as batch M, cooked sitbed above and named batch P.
Three pathogenic straink.(monocytogeneiSU2260,V. choleraeRF 184 andst. aureusCIP
76.25) were used during this experiment. The detls three subcultures were washed in
physiological water and a volume bf monocytogenewas mixed with the same volume of
V. cholerae.Six batches of shrimps were inoculated separatelgescribed above with 1%
(v/w) by a pathogenic culture (eith8t. aureusalone or a mixture df. monocytogeneand

V. cholerag, and one hour later with 1% (v/iw) of a biopresgie LAB (Lc. piscium
EU2241 orLn. gelidum EU2247) or physiological water. The different conaions
pathogenic/bioprotective bacteria are presentddabiie 1. Shrimps were then vacuum packed
and stored at 8°C for 4 weeks followed by one watek0°C.
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Table 1 Repartition of cultures inoculated on shrimpsbatch P for challenge test against

pathogenic flora

Lc. Ln. Physiological
Sets of L. monocytogenes o _ _
St. aureus piscium gelidum water (negative

shrimps V. cholerae
EU2241 EU2247 control)

Setl X X
Set 2 X X

Set 3 X X

Set 4 X X
Set5 X X

Set 6 X X

Microbiological analysis

At 1, 7 and 28 days of storage, shrimp samples foatches M and U were analyzed for
microbiological content. Shrimps were asepticalijyted (1/5) in physiological water and
crushed in stomacher 400 (Seward Medical, Londdf), for two minutes. After 25 minutes
revivification at room temperature, total mesophiliora was enumerated on spread plate
count agar (PCA) (Biokar), LAB flora on spread ki plates (Biokar), total psychrotrophic
fish flora on spread Long and Hammer plates (BB), and finally Enterobacteriaceae were
determined by pouring 1 ml of dilution in Caso p&{Merck, Darmstadt, Germany) covered
with violet red bile glucose agar (VRBG, Oxoid LTBasingstoke, England). VRBG and
PCA plates were incubated 72 hours at 30°C. LHeplatere incubated 5 days at 15°C, and
Elliker plates were incubated the same way, buanaerobic conditions. All experiments
were conducted in duplicate.

Pathogenic bacteria were enumerated weekly fronthbd&. L. monocytogeneswvas
enumerated on Palcam agar plates according to NFSENL1290-2 method/. choleraewas
enumerated on spread plates of Thiosulfate-citvtdéesucrose agar plates (TCBS agar,
Oxoid). St. aureusvas enumerated on Baird-Parker agar plates (Bialcaording to AFNOR
NF V 08-057-2 method. All experiments were conddatetriplicates.

Microbiology of inoculated CSS was analyzed. Jdigrdhe inoculation, levels of lactic acid
bacteria were enumerated as described above. Aftezeks of storagd,actobacillusspp.,
Brochothrix thermosphactdnterobacteriaceae, total psychrotrophic viablent, yeasts and
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moulds were enumerated according to method deschbé.eroi et al. 4). Total LAB were
enumerated on spread Elliker agar plates.

Sensory analysis

The odor of CSS and shrimps was characterized $peotively 10 and 7 trained panelists
according to a conventional profile (QDA) (1ISO13298003). Odor attributes used for
smoked salmon description were selected and pexsent previous studie24, 50). For
shrimp odor evaluation, thirteen descriptors wédresen after a procedure of selection of four
step: (1) description of four different commerc&irimp samples, air or under vacuum
packed; (2) analysis of the frequency of each rait€3) discussion with the panel to reach a
consensus on attribute selection and definitiorirghing session on four samples stored 0 to
13 days at +4°C, followed by a discussion of theilts with the panel.

Sensory sessions were performed in individualrigdipboths (ISO 8589, 1989) equipped with
a computerized system using Fizz 2.30C softwareosjgitémes, Couternon, France).
Panelists were required to score each descriptanamstructured scale anchored by the term
low intensity (0) and high intensity (10). They eeed eight samples, seven inoculated with a
strain and one control, in the case of shrimp; §amples, four inoculated and one control, in
the case of CSS. Products were assigned 3 digitbetsn randomized and served
simultaneously to the panelists, after 15 min atnrotemperature. At the end of the
evaluation, panelists identified the level of spgé of each sample: NS: non spoiled; LS:

lightly spoiled; SS: strongly spoiled.

Data treatment

Summary statistics (mean, standard deviation, mimpmaximum), analysis of variance and
Duncan's multiple range test were performed usitegg&aphics Plus 3.1 software (Sigma
Plus, Paris, France). The significant statistieakl was set at p < 0.05. Principal component
analysis (PCA) with standardization was performedtiee means of the scores for each
sensory descriptor. For levels of spoilage (NS, IS§5) results were treated by a
correspondence factorial analysis (CFA). Multiveriglata processing was performed with

Uniwin Plus 3.02 software (Sigma Plus).
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Results

Implantation of inoculated LAB strains in shrimps and cold-smoked salmon

Initial endogenous LAB levels in the three batcbéshrimps M, U and P (not inoculated)
were below the detection level of 2.7 log (= 500UaF"). In inoculated samples, LAB levels
were around 5 to 6 log (CFU'for each strain as expected. At day 7, LAB levekched 4
log (CFU @) in control samples of batches M and U and 7 ©8Y g') on batch P whereas
levels on all inoculated samples were around 9 (6FU g%) indicating that the
biopreservative LAB strain was dominant. At day 2&B levels in all samples (non-
inoculated controls and inoculated samples) wetedsn 8 and 9 log (CFU™,

In cold-smoked salmon just after inoculation, LABr& levels were around 6 log (CFU)g
as expected on inoculated samples, and around&.@IFU @) for control sample. After 4
weeks of storage, LAB flora determined on Ellikgaawas up to 7 log (CFU%yin control

sample, and between 7 and 8 log (CFYig all the inoculated samples.

Effect of the inoculated LAB on sensory characterigcs of shrimps (batches M and U)
Correspondence factorial analysis performed onthihee levels of spoilage allowed to the
separation on the first axis (64 % of total infotioa) of strongly spoiled samples (right part
of the figure 1) from non-spoiled samples (lefttparthe figure 1). Non-spoiled (upper part)
and lightly-spoiled (lower part) were discriminatexh the second axis (36% of the
information). Control samples after 7 days of sjerare located in the area of non-spoiled
samples. Most of the inoculated samples at 7 dagslazated in the same area, except
samples inoculated with stralib. fuchuensi€U2255 orC. alterfunditumEU2257 that were
lightly spoiled. After 28 days of storage, conteaimples are located in the lightly spoiled
(batch M) or strongly spoiled (batch U) part of tiraph.Ln. gelidumEU2247 and EU2262
totally prevented batches U and M from spoilageyas remaining in the left part of CFA.
For batch U, samples inoculated with. gelidumeEU2213,C. alterfunditumEU2257 and in a
lesser extenkc. pisciumEU2229 and EU2241 were less spoiled than the @lorithe same
strains except EU2213 had also a positive effecbatch M but a little less pronounced
probably because the control was not totally spodethe time of analysid.b. fuchuensis
EU2255 did not reduce the spoilage whatever thenbainsidered.

85



Chapitre Il

u28C

0.69 SUSIN
M7E47 oM28E62 0S¢
fM7C oU7E29

o
M28E47 o U28EY7 M28E13
U28ER3 ———
0.1 SMTEAPNS
u7C / u7E§%V"8EZS\\
AxisiINA—F ~  J @ N ey .

U7E4U7EL3 DT
(63.6% u28E62 “M7E62
M28E57
U7E62 U28E41
.0.31 M7E13 M28E41 M7ESZT.

UZBES7 osMAEL3

U7ES5 M7§29
e S °LS o M28ESS5
01 M28C_ M7ES5
-0.75 013 AXis 2 (3674%)__ gao 111 1.73

Figure 1. Simultaneous representation of samples and levepailage of vacuum-packed

shrimps stored at 8°C on plane 1-2 of corresporeléntorial analysis. NS: non-spoiled; LS:
lightly spoiled; SS: strongly spoiled. Sample noclature: M-U: set M or U; 7-28: storage

time in days; C: control samples; E13, E29, E417,B455, E57, E62: samples inoculated
with strains EU2213, EU229, EU2241, EU2247, EU22532257 and EU2262 respectively.
U28E62: batch U, stored 28 days, inoculated byrs&&2262.

The scores of profiling tests were treated by adsedized principal component analysis and
results were validated with analysis of variancd &uncan's multiple range test (data not
shown). At day 7, control samples for both batceeRibited typical odors of non-spoiled
samples i.e. rice/crustacean, boiled milk and dgisutphurous for batch M and
rice/crustacean, surimi/sulphurous and roastedbfich U. Samples inoculated wittb.
fuchuensi€€U2255 andChb. alterfunditunEU2257 both exhibited spoiling odors of dried fish
and floor cloth for batch U and M. The other saraplere not significantly different from the
control i.e. none of thec. pisciumandL. gelidumstrains produced particular off-odor in this
matrix. After 28 days of storage, batch M (not mlated) was lightly spoiled and
characterized by rice/crustacean, yeast and soudfded off-odors and batch U (strongly
spoiled) by high level of cheesel/feet but also egeligas and sour/fermented odors.
Dominant sensory descriptor of each sample (comindlinoculated) at day 28 are presented

in Table 2. Odors in samples inoculated with sgdhat prevent spoilage were not different
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from the respective unspoiled control at day 7ai8# that did not prevent from spoilage
exhibited more or less the same off-odors thanaitunally contaminated products (day 28)
but sometimes particular off-odors such as cablgagednd floor cloth were produced (Table
2).

Table 2: Principal odour descriptors related to each inated sample of vacuum-packed

shrimps from batch M and U after a vacuum stordg8alays at 8°C.

Inoculated strain Batch M Batch U
Control Rice / crustacean, Cheese / feet,
yeast, cabbage / gas,
sour / fermented sour / fermented,
Ln. gelidum fruity, Rice / crustacean,
EU2213 cabbage / gas surimi / sulphurous
Lc. piscium sour / fermented, rice / crustacean,
EU2229 cheese / feet Seaweed / iodine-like
Lc. piscium cheese / feet, Cheese / feet,
EU2241 sour / fermented Floor cloth
Ln. gelidum rice / crustacean, rice / crustacean,
EU2247 boiled milk surimi / sulphurous
Lb. fuchuensis cabbage / gas, cheese / feet,
EU2255 cheese / feet cabbage / gas
Cb. alterfunditum rice / crustacean boiled milk,
EU2257 rice / crustacean
Ln. gelidum rice / crustacean, rice / crustacean,
EU2262 boiled milk surimi / sulphurous

Effect of four inoculated LAB strains on sensory poperties of cold smoked salmon

Four strains showing preservative effect on shrimvpee selected for an application in CSS.
On the same model than the shrimp experiment, & @rformed on the sensory analysis
results allowed the separation of non-spoiled,tljgpoiled and strongly spoiled samples
(data not shown). After two weeks of storage, thetol sample was lightly spoiled, and
strongly spoiled after 4 weeks. Samples inoculaiedc. pisciumEU2241 were the only ones
scored as non-spoiled by the panel, both afterd?daweeks of storagén. gelidumEU2262
did not modify the spoilage level after 2 weeks tmtidlly prevented it after 4 weeks. On the
contrary, the sample inoculated by stram pisciumEU2229 was non-spoiled after 2 weeks,
but was strongly spoiled after 4 weeks. Samplesuladed withLn. gelidumEU2247 were
strongly spoiled both at week 2 and 4.

The PCA performed on the scores of profiling tggtsents the main odor characteristics for

each sample. Figure 2 shows the projection of éinepte on the first 1-2 plane. The first axis

87



Chapitre Il

(50 % of the information) is mainly characterizeddescriptors such as smoke and butter on
one side, and cheese/feet, amine, acid/vinegarsandfermented on the other side. This
component can be considered as an axis of spoiéeg#, regroups odors typical of freshly
processed CSS on the right side and spoiling affoan the left side. Rubber and blue
cheese odors on the upper part of the graph amoh¢pem the lower part mainly defined the
second component (20% of the information). The attaristic off-odors of the lightly
spoiled control at week 2 are rubber and blue ehekfter 4 weeks the control was highly
spoiled and characterized by cheese/feet, amime,aad sour odors. The sample inoculated
with Lc. pisciumEU2241 kept butter and smoke odors (right parEighire 2) typical from
fresh CSS, both at week 2 and 4, indicating a pigiservation effect of this strain. At week
4, samples with.c. pisciumEU2229 and.n. gelidumEU2247 were similar to the control
with strong cheese/feet, amine, acid and sour @dii@ The sample inoculated .
gelidumEU2262 was similar to the control at week 2 (rutdred blue cheese) but moved to

the lower right part of PCA characterized by hegramd smoke odors at week 4.
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Figure 2: Simultaneous representation of cold-smoked salraompges and odor descriptors
on plane 1-2 of principal component analysis. Samm@menclature: 2-4: storage time in
weeks; C: control samples; E29, E41, E47, E62: sesnmoculated with strains EU229,
EU2241, EU2247 and EU2262 respectively. 2E41: 2kwestorage, inoculated by strain
EU2241.
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Effect of inoculated LAB strains on endogenous fla of vacuum packed shrimps and
cold-smoked salmon

At the beginning of the experiment, total mesopHilora level in control sample of batch U
was around 3.5 log (CFU™y total psychrotrophic flora enumerated on LH agas above
5.7 log (CFU @) and Enterobacteriaceae levels was inferior tedien threshold of 1.7 log
(= 50 CFU ¢"). The same results were recorded for control sarmpbatch M, except total
mesophilic flora that was inferior to the detecttbreshold of 1.7 log (= 50 CFUYy After 7
days of storage, total mesophilic flora on vacuumeked shrimps revealed no differences
between control and inoculated samples for batthasd M (appro. 3-4 log (CFU™y, mean

of 2 experiments), except for samples inoculateith Wb. fuchuensi€€U2255, where count
was 4 log (CFU g) higher than in control. After 28 days of storageak mesophilic flora in
all samples reached 8 log (CFU)gand no significant differences could be detettetiveen
control and inoculated samples. Due to unexpecapid rgrowth of psychrotrophic flora,
counts were unreadable after 7 days of storage Hragar. After 28 days of storage, all
inoculated samples showed a level of psychrotrofihia around 9 log (CFU1, dominated
by the bioprotective strains as their growth wassgae on LH and they reached the same
numbers on Elliker agar. Total psychrotrophic ceuntcontrol M and U were significantly
lower (p < 0.05) by one log. After 7 days of st@agnterobacteriaceae levels in batch M
were above 5.7 log (CFU™y In batch U, Enterobacteriaceae levels in all glam (control
and inoculated) were around 4 log (CFU).gAfter 28 days of storage, Enterobacteriaceae
levels in all samples were approximately of 8 I&F( g%). No differences were observed
after 7 or 28 days of storage between Enterobactse levels in control and inoculated
samples for each batch, except for samples inamliaith strainCb. alterfunditumEU2257
where they were approximately 2 log (CFU) dgnferior to all other samples. However this
inhibition could not be correlated with a sensenprovement of the product.

Microbial analyses were performed to evaluate tifeceof inoculated LAB strains on the
microflora of naturally contaminated CSS. After €eks of storage, total psychrotrophic
count reached 9 log (CFUYy This psychrotrophic flora was probably mainlynsttuted of
marine Gram-negative psychrotrophic bacteria, fdrictv no specific culture medium is
available, as all the other counts were far inferiBrochothrixthermosphactavas below the
detection threshold of 2.7 log, Enterobaceriaceanton Rogosa agar, total LAB and yeasts
reached 4.5, 5.6, 6.4 and 7.1 log (CFt) mespectively.

Although inoculated LAB strains can be enumeratadLél, their count on Elliker were

always lower than total psychrotrophic count, anavas possible to observe an inhibitory
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effect of the protective culture. Total psychrotiapcounts were lowered by approximately
one log in samples inoculated witlm. gelidumstrains (EU2247 and EU2262) and 2 logs in
samples inoculated withc. pisciumstrains (EU2229 and EU2241). Three inoculated LAB
strains [c. pisciumEU2229 and EU2241 andn. gelidumEU2247) totally inhibited the
growth of Enterobacteriaceae, keeping them underd#tection threshold of 1.7 log (= 50
CFU g%, whereas 7.1 log (CFUy were detected in the sample inoculated with rstcai.
gelidumEU2262, indicating a synergetic effect of thiastr An inhibition of yeasts by more
than 2 logs was detected in the inoculated sampbepted with_c. pisciumEU2241. A
reduction of more than one log of Rogosa agar caaistobserved in samples inoculated with
Lc. pisciumstrains. This medium supports the growth of baeteom the genukeuconostoc

S0 no conclusions can be made from the 2 sampbesilmted withLn. gelidumstrains.

Effect of two biopreservative LAB strains on inocuated pathogenic bacteria in shrimps
Challenge tests against pathogenic bacteria werduobed for 2 biopreservative straihs.
pisciumEU2241 and.n. gelidumEU2247.L. monocytogenegvels at inoculation time were
2.6 + 0.2 log (CFU Q) (figure 3a). After 7 days of storage, levelsLofmonocytogenesn
control sample and sample inoculated with stiam gelidum EU2247 were equivalent
whereas level on sample inoculated with stiain pisciumEU2241 was 2 log lower (p <
0.05). After 3 weeks of storagke, monocytogenelevels reached their maximum 9.5 + 0.05
log (CFU g% and then remained constaht.monocytogenesounts in co-inoculated samples
were significantly reduced (p < 0.02) by 2 log camgul to control sample, with a slightly
better efficacy for straihc. pisciumEU2241 and this reduction lasted till week 5.

St. aureudevels at inoculation time were 3.4 + 0.3 log (C&Y (figure 3b). After one week
of storage, the pathogen strain was inhibited Hggl(p < 0.01) byLc. pisciumEU2241.
Although mesophilicSt. aureuggrew rapidly in control and reached 8.1 + 0.6 (66U g%

at week 3 and then entered in stationary phaser &ftand 4 weekSt. aureuscount was
reduced by both LAB strains, difference betweentmdnand inoculated sample being
maximum withLc. pisciumEU2241 (2 log, p < 0.02). The temperature shiftirdythe &
week of storage induced an increase of$heaureudevels in the samples inoculated with
LAB strains which reached the same level than éencibntrol.

V. choleraecounts at inoculation time were 2,0 + 0.3 log (C&t). After 1, 3 and 4 weeks of
storage at 8°C, no vibrio was detected on any sanipliring week 5, after one week of

temperature shift at 20°C, a rapid growth of m&ent6 logs was noticed. The effect of LAB
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could not be recorded as the level of vibrio waimhigher than anticipated in control and

inoculated samples, and the dilutions used for esmation were inappropriate.
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Figure 3. Evolution ofListeria monocytogengs) andStaphylococcus aureyb) inoculated
alone @) or co-inoculated with LAB straindactococcus pisciumEU2241 @A) or
Leuconostoc geliduniEU2247 @) in vacuum-packed shrimps stored at 8°C. Errors bar

represent standart deviation.
Discussion

The LAB strains tested in this work were isolateohf seafood products, and have shown

promising inhibitory activity in Petri dishes3%) and liquid medium (unpublished data)
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against various pathogenic and spoiling Gram-pasiéind Gram-negative strains. However,
these capacities had to be tested in a food metrbrder to determine the interest of the
strains for biopreservation processes. Sensorysisabn VP shrimps was performed at day
7, when control was supposed to be non spoiled gaodith of bioprotective LAB high
enough to test their spoilage potential. Then aslyas performed at days 28 when controls
were spoiled to test the efficiency of LAB to detag shelf-life.

Microbial counts (total psychrotrophic flora on lthkdium, Enterobacteriaceae and LABS) in
non-inoculated shrimps are consistent with datandoin other studieslé, 15, 36, 37) or
slightly higher 80). The endogenous LAB was the dominant flora atethé of the storage
period in control samples. Although in a minority the beginning of the experiment,
Enterobacteriace grew on shrimps and reached 836y g*) and 9 log (CFU ) in control
samples at day 28. Mejlholm et al. (2003))( have not found such level but products
analyzed were different (cold-water shrimp packedlas modified atmosphere) and that
might explain those differences.

All the bioprotective inoculated LAB grew well orasuum-packed shrimps and CSS at 8°C
and rapidly reached 9 log (CFU)g making them the dominant flora during the firgteks of
storage. At the end of the storage, LAB levels moculated samples were 1 log (CFUY) g
higher than in non-inoculated samples.

Leuconostoc gelidurwere the best bioprotective strains tested inngbsi two of the three
tested strains (EU2247 and EU2262) totally prewttie spoilage apparition up to 28 days of
storage for both batches U and M. This is a sem@asnsion, considering that the shelf-life of
this type of product is generally less than 2 wedksreover, the panelists did not detect the
presence of the strains, as no difference was wbdet day 7 between control (non spoiled)
and inoculated samples while LAB count was aroutmg8CFU ¢%). Strains from the genus
Leuconostodave already shown promising results for the l@servation of meat products
(9) but to our knowledge it has never been demorestriait seafood products. Biopreservation
assays withBifidobacterium brevehave been performed)(in raw peeled shrimps, but no
significant effect of the inoculated cultures ore tehelf-life could be demonstrated. One
Leuconostocstrain (EU2213) did not prevent spoilage of bathVariable spoiling effect
among species and even strains is comr8n3@). However this strain extended shelf-life of
batch U. Differences between batches may be dueatiation in the spoiling microflora
composition that still need to be identified.

Except for the rice/crustacean odor, character@limrs for fresh and spoiled products varied

depending on batches: boiled milk and surimi/sutpbs for freshly processed batch M, yeast
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and sour/fermented when it was spoiled, surimifsulpus and roasted for freshly processed
batch U and cheese/foot and cabbage/gas when ispakked. Few other sensory analysis
data are available for shrimps. Laursen et3l) &nd Mejlholm et al.37) have shown results
quite similar to those presented in this study enmis of shelf-life for cold-water MAP
shrimps. However the off-odors were different dissat at wet dog/ chlorine like and sour.
The two Lc. gelidumEU2247 and EU2262 that extended the shelf-lifen'dichodify the
characteristic odors of fresh shrimps. On the @wgirthe most spoiled samples (inoculated
with Lb. fuchuensi€£U2255) released strong cabbage/gas of off-odhatswiere not detected
in naturally contaminated products. Such odors haWveady been identified for many
Lactobacillusstrains in seafood productS(( 52). UnexpectedlyLb. fuchuensiggrew on
PCA at 30°C which also makes this strain rejectadaf biopreservative application as total
endogenous mesophilic flora is a major indicatohygienic quality during processingb.
alterfunditum EU2257 produced floor cloth and dried fish off-aslan both batches of
shrimps after 7 days of storage. Laursen et38). lfave observed that inoculation of shrimps
by Cb. divergensor Ch. maltaromaticunstrains at similar levels than in this study led t
sensory rejection of the samples. However, theodffrs were slightly different (chlorine
like). The spoiling status dfarnobacteriumspecies varies according to studies and is still
discussed49). In naturally contaminated CSS for instance, Heglels of Carnobacterium
can be retrieved on non-spoiled produd$, @3) and did not lead to the spoilage when
inoculated in CSS3( 43, 50).

Four LAB strains (2Leuconostocand 2Lactococcus were selected for the same kind of
experiment in CSS. After 14 and 28 days, strhm piscium EU2241 had a strong
preservative effect, with 2/3 of the panelists jndgthe sample non-spoiled and 1/3 lightly
spoiled after 28 days whereas the control sampke eseasidered as strongly spoiled. The
otherLc. pisciumstrain (EU2229) also had a biopreservative eff¢dt4 days, that didn't last
at day 28. Specific odors of samples inoculateth gtctococcusstrains were typical of fresh
product (butter, smoke), as can be found in theditire 82, 24). Few Lactococcusstrains
have been tested for the biopreservation of segiooducts. In the study of Wessel and Huss
(59) concerningLc. lactis more emphasis was given to the bacteriocin proolucnd the
inhibition of L. monocytogened he twoLn. gelidumstrains tested in this experiment were
less effective to prevent the spoilage of the pcbdBiopreservative strategies have been
conducted on cold smoked salah {7, 39, 60) but mostly against pathogenic bacteria such as

L. monocytogenegoncerning spoilage, most of the studies showeg@rotective effect of
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the inoculated LAB strains on the produBt 43) except one with &arnobacteriumspp.
strain B2).

The comparison of the sensory analysis resultsheftivo experiments (vacuum packed
shrimps and CSS) suggests a strong incidence ahétex on the biopreservative capacities
of the strains: thé.n. gelidumstrains were more protective than the pisciumon vacuum
packed shrimps, whereas opposite results were \@asasn CSS. The influence of the
endogenous flora may also be predominant, as differesults for different batches of the
same products have already been observed (thig, 88)d This suggests that biopreservative
strategy should be designed specifically for eanl kf product and even each factory.

In both studied products (vacuum packed shrimpsG®8), off-odors production was totally
prevented for 28 days of storage at 8°C to 10°Crwgretective strains were used. However,
it was not possible to correlate the sensory imgmoent with the microbiological analyses,
despite the fact that specific spoiling flora sgynrelated with shelf-life were enumerated:
enterobacteriaceaeBrochothrix thermosphactaand Lactobacillus (34). This lack of
correlation has already been observed in CE532). This is also consistent with the fact
that spoilage of lightly preserved fish productshsias CSS and shrimp is due to complex
association of microorganism24 30) and that no simple quality indicator is availabbe
this kind of products. Einarsson et dl8[ have shown that purified bacteriocins (nisin 4 an
cell-free supernatant df. lactis SIK-83) allowed extending significantly the shkfé and in
some cases correlation between sensory shelf+ife bamcterial numbers (total mesophilic
flora on PCA, incubated at 22 and 30°C) was obskerve

Challenge tests were performed to investigate thktyaof the selected strains to inhibit
specific pathogenic strains. monocytogeneis a pathogen often associated with RTE foods
and seafood5( 23, 45). Vibrio species are a recurrent problem of the aquaculdrestry in
tropical water 20, 28). Staphylococcus aureus a common post-contamination pathogen that
can be found in shrimps. In case of temperaturakoi@vn of the cold-chain, biopreservation
may be a solution to inhibit the rapid growth othmsgens 86). L. monocytogeneand St.
aureusstrains inoculated on shrimps during this studgwgevell on the product but n&f.
cholerae Vibrios are mesophilic strains that grow slowlylaor 8°C and biopreservation may
only be necessary in case of a cold chain failasejllustrated by the revivification Af.
choleraeafter 1 week at 20°C. The two biopreservativeirssrased in this experiment were
Lc. pisciumEU2241 andLn. gelidumEU2247.L. monocytogenesvas inhibited by the
presence of both LAB strains. The maximum diffeeendth the control sample was obtained

with Lc. pisciumand was around 2 log after 3 to 5 weeks. Matamet@d. 35) have tested
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the bacteriocin production of those strains amoagsillection of 14 spoiling and pathogenic
bacteria isolated from seafood and shown that pisciumEU2241 was not a producer
whereasLn. gelidum EU2247 (for which inhibition was less importantyoguced a
bacteriocin active againdt. monocytogenedt is generally admitted that the bacteriocin
production plays a major role in the inhibitionlafmonocytogened 6) and other pathogens
(47) and inhibition of L. monocytogeneb®y bacteriocin producing LAB strains is well
documented?, 7, 39, 59). Inhibition in seafood matrix by a non bacteriogiroducer has
been more rarely demonstratéd)( Authorization for applying a bacteriocin produgiLAB

in a food matrix is much more complex than for a+4pooducer, sd.c. pisciumgEU2241 is a
good candidate for biopreservation application.imbition of St. aureusvas also recorded
for both strains and was not due to a bacterio88). (A difference of 2 log after 3 and 4
weeks was observed between control samples andebmped samples. Inhibition &it.
aureus strains has already been demonstrated in agawostiff assays byc. lactis
Enterococcus faeciurand Ec. mundtiistrains producing bacteriocins isolated from sedfo
products 10). To our knowledge, this type of inhibition hadvee been demonstrated before
in seafood products.

This study has shown the potential of five psyalmaltic LAB strains for the biopreservation
of seafood products. These strains were from Lthe gelidumand Lc. pisciumspecies.
Concerning pathogenic bacteria, we have demondtride ability of the protective LAB
strains to inhibit the growth df. monocytogeneand St. aureuslinhibition could be due to
bacteriocin production fokn. gelidumEU 2247 but other mechanisms seem to be involved
for Lc. pisciumEU2241. The psychrotrophic LAB have shown biopresteve abilities
against both pathogenic strains and spoilage, whath never been reported in seafood
products. The use of these strains alone or in guatibn with other LAB strains lik&b.
divergensV41 showing higher antilisterial effec?)(give interesting perspectives for the

development of biopreservation technology in RT&®ed products.
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Résultats complémentaires

Effet des bactéries lactiques sur les odeurs deswettes

Lors des tests sensoriels réalisés sur les crevetteulées ou non par les 7 souches de
bactéries lactiques, des profils ont égalemenggtégistrés avec 13 descripteurs d'odeur. Une
analyse en composantes principales a été réaligagiade ces profils afin de représenter les
odeurs typiques de chaque échantillon. La figumneo@tre la projection des échantillons sur le
plan des axes 1 et 2, ce qui représente 45,5 %neetie totale de l'analyse. La premiere
composante est principalement définie par les geears "riz", "algue" et "grillé" d'un cété

(partie gauche de la figure), et "acide", "aigré

feomage/pied" de l'autre (partie droite).
Cette composante peut étre considérée comme urepréEsentant l'altération et I'évolution
des échantillons, de non altérés a fortement altéiea deuxieme composante est
principalement définie par les descripteurs "leslret "fruité” d'un c6té (cadran haut) et

"serpilliere" et "poisson séché" de l'autre (cadras).
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Figure 8 : représentation simultanée des échantilits de crevettes emballés sous vide et
des descripteurs d'odeurs sur le plan 1-2 de I'angée en composantes principales.
Etiquette des échantillons : M-U : lot M ou U ; 8-2nombre de jours de stockage avant
analyse ; C : échantillon contréle ; E13, E29, B247, E55, E57, E62 : échantillons inoculés
avec les souches EU2213, EU229, EU2241, EU2247,2B8J2 EU2257 et EU2262

respectivement.
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Les échantillons témoins non inoculés (soulignésdlen dans la figure 8) a 7 jours sont
localisés dans la partie gauche de la figure. L@surs dominantes sont "riz/crustacés”,
"grillé" et "algues/iode". Aprés 4 semaines de eowations, leurs odeurs se différencient. Le
témoin du lot U est dominé par des odeurs de “fgwfmed”, “"choux/gaz" et
"aigre/fermenté" tandis que pour celui du lot M ostrouve des odeurs "levure" et
"aigre/fermenté”. Pendant toute la durée de l'egpée (4 semaines), les échantillons
inoculés avec les souchkes. gelidumEU2247 et EU2262 (soulignés en vert) restent iséal
dans la méme zone que les échantillons témoinsatiérés. Les notes de leurs odeurs de
"riz/crustacés”, "lait bouilli", "surimi/soufre" otserpilliere" ne varient pas au cours du temps,
ce qui suggére un effet protecteur de ces soud&mes 28 jours de conservation on peut
observer dans la partie droite de la figure queéldsantillons pour lesquels la soudh®
fuchuensis EU2255 a été utilisée (soulignés en rouge) déypeop des odeurs
"aigre/fermenté", "chou/gaz" et "fromage/pied". t€advolution est plus rapide pour le lot M,
dans la mesure ou l'odeur "aigre/fermenté" est pi&sente deés le jour 7 pour cet échantillon
(M7ES5). La souche EU2241 ne semble pas diminak#édation a 28 jours, sans toutefois
obtenir des notes comparables a la souche EU228&8mment pour |'odeur "chou/gaz".
L'effet des souche&n. gelidumEU2213 etLactococcussp. EU2229 semble varier en
fonction de la matiere premiére utilisée. Pourde M, les échantillons inoculés avec la
souche EU2213 présentent des notes de riz et dapads 7 jours de conservation, et des
odeurs intenses "aigre" et "chou" aprés 28 joumsurHe lot U en comparaison, les
échantillons conservent leurs caractéristiquesaleg tout au long de l'expérience. Comme
pour la souche EU2213, la souche EU2229 semble anoeffet altérant plus prononcé sur
les échantillons du lot M : apres 28 jours le pibdpparait tout a droite de la figure, proche
de la composante aigre. Enfin les échantillons uiésc avec la souch€b. alterfunditum
EU2257 sont les seuls a présenter une évolutiomadude la figure apres 7 jours (odeurs de
serpilliere et poisson séché) vers le haut apregpo@® (odeur de riz). Cet effet est plus
marqué pour le lot M.

Effet des bactéries lactiques sur les paraméetresdhimique des crevettes

Les concentrations en azote basique volatil t&8\MT) et en triméthyle amine (TMA) ont
été mesurées dans 2 échantillons de crevettes duitmculés avec les soucHesctococcus
sp. EU2241 oun. gelidumEU2247 ainsi qu'un échantillon témoin non inoclk&s mesures
ont été effectuées en double juste apres inoculdfi0), aprés 21 (J21) et 28 jours (J28) de

conservation selon la méthode de microdiffusio©daway (Conway & Byrne, 1933)
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A JO et J21 les concentrations d'ABVT et de TMAe&stafaibles pour les trois échantillons
analysés, avec des valeurs d'environ 1 mg d'azote OO0 g de produit. A J28 la
concentration d'ABVT a significativement augmenténs I'échantillon témoin (21,5
mg/100g), alors que la concentration de TMA estéredaible (3 mg/100g). Des valeurs
similaires ont été mesurées dans les échantilloosulés avec la soucHeactococcussp.
EU2241. A linverse la souchén. gelidum EU2247 provoque une augmentation des
concentrations a J28, avec des valeurs d'ABVT efMA de respectivement 41,1 et 10,6
mg/100g. Cette activité de la soucha. gelidum EU2247 est peut étre corrélée avec
l'augmentation de la durée de conservation obseeréeanalyse sensorielle, mais les

mécanismes devront étre éclaircis.
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Caracteristiques de croissance et mécanismes
d'adaptation au froid d'une bactérie lactique

psychrotrophe.

Publication 4 :

Growth characteristics and cold adaptation mechan@fLactococcus piscium

EU2241, a psychrotrophic lactic acid bacteriumased from seafood products

S. Matamoros H. Prévost, F. Leroi and M.F. Pilet

Article en préparation
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Introduction

La biopréservation est une méthode de conservagtibg'applique en général en combinaison
avec d'autres techniques, dont la plus courantea esfrigération. Il faut donc que les
bactéries sélectionnées présentent des aptitudedgperoissance a basse température afin
d’entrer en compétition avec la flore pathogene'aitération de ces produits qui est
majoritairement psychrotrophe. Si les mécanismedagitation au froid ont été étudiés de
maniére approfondie chez des bactéries telle€qgueli ouB. subtilis de nombreux aspects
restent encore a élucider chez les bactéries lgdidSix protéines de choc froid (cold shock
proteins : CSP) ont été identifiées clhextococcus lactig§Wouterset al, 1999a), et d'autres
chezStreptococcus thermophilg/outerset al, 1999b) Lactobacillus delbruecki{Serroret
al., 2003) et_b. plantarum(Mayo et al, 1997). La plupart des études menées sur l'ad@ptat
au froid a porté sur le choc froid (passage rag&léa température optimale de croissance a

une tempeérature suboptimale) et non sur la crotgsarbasse température.

La souche bioprotectrideactococcuspp.EU2241 a été sélectionnée pour cette étude car elle
présentait une croissance a 15°C mais pas a 30dDs De but de caractériser son
comportement en fonction de la température, sasaace a été testée de maniere plus précise
entre 0 et 29°C. Des mesures de densités optiquedédréalisées lors de la croissance grace
a l'appareil de mesure automatique Bioscreen {&sdtux de croissance ont été calculés par
la méthode des dilutions successives selon la rdéthmposée par Augustat al. (1999). I

est ensuite possible de déduire les températurdsiakes (optimale, maximale et minimale)

a partir des ces valeurs. Les mécanismes moléesldiadaptation aux basses températures
ont ensuite été analysés par une approche protéemiq souché&actococcuspp.EU2241

a été cultivée a température optimale de croissahéeune température suboptimale (20°C
sous la température optimale) et son protéome s@ggr électrophorese bidimensionelle. La
localisation des CSP de bactéries lactiques sugeés d'électrophorese bidimensionelle est
bien connue grace aux travaux déja réalisés ssujet (Wouterset al, 1999a ; Wouterst

al., 1999b). Leur poids moléculaire est d'environ akidur un pl compris entre 5 et 6. Une
attention particuliére a donc été portée aux pmetide cette région de maniere a identifier
une éventuelle protéine surexprimée pendant |agaoce a basse température. Des analyses

génétigues ont ensuite été menées de maniéretdietda ou les génes correspondants.

106



Chapitre 111

Principaux résultats

La mesure de la croissance de la souchetococcus spp. EU2241 a permis de mettre en
évidences des caractéristiques tres inhabituethes pne bactérie lactique. La température
maximale de croissance est de 28°C, la tempéraiptinale de 26°C et la température
minimale inférieure & 0°C. Les taux de croissancesitempératures sont de 0,6073h26°C
(Go6 =1 h 11 min), 0,327"ha 28°C (Gg = 3 h 03 min) et 0,024*ha 0°C (G = 28 h 31 min).

De plus la souche EU2241 a montré une forte semsiaila chaleur, avec une mort cellulaire
rapide en cas de passage rapide d'une culturetdmjgérature optimale a une température de
30°C.

Des cultures de la souche EU2241 ont été realidéesnpérature optimale de croissance
(26°C, condition standard) et a 5°C. Le protéomdadseouche a été comparé dans les deux
conditions par électrophorése bidimensionelle. B#ecmaniere, 12 spots ont montré une
expression différente a 5°C par rapport a la coomdtandard, 4 étant sous-exprimés et 8 sur-
exprimés. Parmi ces 8 spots, le plus fortementiirmir la croissance a basse température
(plus de 5 fois plus) est situé dans la région dupgécédemment décrite comme étant

susceptible de contenir des CSP.

Ce spot a été excisé du gel et sa séquence pegtidig¢té déterminée par chromatographie
liquide et double passage en spectrométrie de nja€gBIS-MS). Cette analyse a permis de
montrer une forte similarité (supérieure a 60%)cades protéines de choc froid provenant

d'autres bactéries lactiques telles faelactisou Lactobacillus plantarum

Afin de caractériser plus précisément cette pretailes amorces de PCR ont été dessinées a
partir de régions consensus entre la séquencedppiet celles d'alignement de protéines
similaires. L'obtention d'un premier fragment cep@ndant au géne ciblé a permis de mettre
en ceuvre une stratégie de PCR inverse. Un fragoer250 pb a ainsi été amplifié et
séquenceé. Ce fragment contient une phase ouvehtetdee (ORF) partielle de 162 pb codant
pour une protéine de 54 acides aminés. Cette peotéontient les deux domaines RNP1
(KGFGFI) et RNP2 (VFVHF) caractéristiques des CSPs domaines sont nécessaires a la
fixation de la protéine sur les acides nucléigussont donc essentiels pour son role de

chaperonne pour I'ARN et I'ADN. Enfin, cette pragimontre un pourcentage d'identité de
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85%, 84 et 81% respectivement avec les protéinehae froid identifiées cheEnterococcus
faecium Ec. faecaliset Lc. lactis Cette protéine a été nommée CspE en raison (ertea

similarité avec la protéine du méme nom chezlactis
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Abstract

Adaptation to growth at low temperature was studiedthe psychrotrophic lactic acid
bacteriumLactococcusp. EU2241. Growth rates were determined everyf@@ 0 to 23°C
and every 1°C from 23 to 30°C using the automafsttal density (OD) reader Bioscreen C.
Thus, it allowed to determine an optimum growth penature of 26 °C for this strain and a
maximum growth temperature of 28°C, with a minimbetow 0°C. Growth was recorded at
0°C with a growth rate of 0.024 h-1 (generationetin28 h 31 min), but not at 29°C or higher.
Rapid decrease in cell number was observed wheuareuwere shifted from 26 to 30°C. The
protein production of strain EU2241 was investidabg two dimensional electrophoresis in
order to identify the peptides involved in the cgldwth process. Total cytoplasmic proteins
from cultures grown at optimum temperature (26°@y aultures grown at suboptimal
temperature (5°C) were compared. A spot correspgnth molecular mass weight and pl
previously described as typical for cold shock eid (CSP) was overexpressed more than 5
times at 5°C. The protein was extracted from thleagel sequenced. The resulting peptide
sequence showed high similarity (more than 60%Mh WiSP from other LABs. An inverse
PCR strategy confirmed the presence of a putaspgene, close to similar genes from other
lactic acid bacteria. The deduced protein showedd85and 81% identity with cold shock

proteins fromEnterococcus faeciunkc. faecalisandLactococcus lactisubsplactis.
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Introduction

Lactic acid bacteria (LAB) are part of many foo@gess, and have currently been the target
of many researches on biopreservation. Biopreservas a preservative technique which
consist in inoculating inhibiting LAB strains in @oduct in order to limit the growth of
pathogenic and spoiling bacteria. Biopreservatiam ©e part of the hurdle technology
(Leistner, 2000) and is very likely to be used ombination with other soft preservative
methods such as refrigeration. For that reasomgtbeth of selected LAB strains to be used
as biopreservative agents, must be effective ageshted temperatures. Lactic acid bacteria
are known to be mesophilic or psychrotrophic, weitimum growth temperature around
30°C, and minimum growth temperature as low as (V& de Guchteet al, 2002).
Psychrotrophic lactic acid bacteria have previoubgen selected for biopreservative
experiments (Duffeet al, 1999 ; Yamazaket al, 2003 ; Altieriet al, 2005 ; Weiss &
Hammes, 2006). However, all these strains wereldapd growing at 30°C. In a precedent
study, we have isolated inhibiting lactic acid leaiet from seafood products that are able to
grow at 15°C and not at 30°C (Matamosrisal, 2006). Few lactic acid bacteria showing no
growth capabilities above 30°C have been descrdmethr: Lactobacillus algidusisolated
from refrigerated beef (Katet al, 2000) and two species Garnobacteriumsolated from an
Antarctic lake,Cb. funditumandCb. alterfunditumFranzmanret al, 1991). The mechanism
of cold stress response for bacteria has been sxéiy studied. When suddenly placed in a
cold environment, most bacteria develop a spesifiess response (for review: van de Guchte
et al, 2002; Hornet al, 2007). This response is generally characterizethé synthesis of a
set of proteins called the cold induced protein§l. Among these CIPs is a family of low
molecular mass proteins (around 7 kDa) called sblokck proteins (CSPs). The CSPs have
been first identified as part of the cold shockpmse ofEscherischia coli(Joneset al,
1987), but since then the presence of proteinshisf family have been demonstrated in
numerous other bacteria suchBassubtilis(Graumann & Marahiel, 1999)actococcus lactis
(Chapot-Chartieet al, 1997; Wouterst al, 1998),Streptococcus thermophilfgvouterset

al., 1999b),Lb. delbrueckii(Serroret al, 2003) and_b. plantarum(Mayo et al, 1997). The
members of the CSP family show high similarity witie region called cold-shock domain of
the eukaryote Y-box proteins, including the humas- protein (Yamanakat al, 1998).
The presence of binding sites for nucleic acidsgeaga primary role as RNA chaperones
(Schrodetret al, 1995 ; Jianget al, 1997). They prevent the formation of secondanycstires
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in MRNA due to low temperature, and thus facilitdte translation process (Phadtare, 2004).
If the role of these proteins is now well charaeet for mesophilic bacteria submitted to
cold shock, their role in the adaptation to grow@t temperature for psychrotrophic bacteria
has not been reported..

The aim of this work was to characterize the gropahameters and cold adaptation response
of one strain of biopreservative lactic acid bdet@reviously isolated from refrigerated food
products (Matamorost al, 2006). Growth rates were determined between 03&i€, and
cardinal temperatures were deduced. Analysis of ¢b&l adaptation response was
characterized by a proteomic approach during groattisuboptimal temperature. A gene
encoding a protein possibly involved in the coléss$ response was identified and sequenced.
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Materials and methods

Bacterial strains and culture conditions

Lactococcuspp. EU2241 was cultured in modified Elliker medigmELK): 20 g/l tryptone
(Biokar Diagnostics, Beauvais, France), 5 g/l yeadgtact (Biokar), 2.5 g/l gelatin (Panreac
Quimicia SA, Barcelona, Spain), 7.5 g/l lactose {dke Darmstadt, Germany), 7.5 g/l glucose
(Merck), 1.5 g/l sodium acetate (Merck), 0.5 gh@abic acid (Merck), 20 g/l sodium chloride
(Merck), pH adjusted at 6.8 with 10 M NaOH (Merdl&fore sterilization. Strain were stored
at —80°C in mELK containing 10% glycerol (Panreadrcia). Pre-cultures were prepared
by inoculating mELK at 1% with frozen strain folled by incubation at 15°C for 24 h.

Bioscreen C experiment

Experiments were performed as described by (Augwstial, 1999). Modified Elliker was
inoculated at 5% (v/v) with the pre-culture of str&aU 2241. Eight half-dilutions were
prepared from this suspension, and 200 ul of tlspemsion and of each half-dilutions were
placed in the wells of honeycomb sterile plate. Tdmh well of the series was filled with 200
pl of sterile medium as a negative control. Thetgslawere placed in the Bioscreen C
(Labsystem, Labsystem France SA, Les Ulis, Fraand)incubated at constant temperature.
Incubation temperatures were 0, 2, 5, 8, 11, 1420723, 24, 25, 26, 27, 28 and 29°C. OD
measurement at 600 nm was performed automaticadlyye20 min after a 10 s shaking and
recorded until all cultures have reached stationdrgse by the software Research Express
v1.05 (Transgalactic Ltd., Helsinki, Finland).

Estimation of growth rate from OD measurements

The detection time of all curves were determinadgidatlab (The Mathworks, Inc., Natick,
MA, USA) at an OD value of 0.3 (middle of the expatial phase). Detection times were
plotted in Excel (Microsoft Corporation) againse theperian logarithm of the inoculum value
. In(Ni). Linear regression of the resulting curv@culates the maximum growth ratgau
Generation time can then be calculated by the faamu

(1) Ty= 2.

Amax
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Survival at 30°C

In order to test cell survival at 30°C, viable cbenperiment were performed as followed:
100 ml mELK flasks were inoculated at 1% (v/v) wih h subcultures. Flask were incubated
at 26°C until Oy reached a value of 0.5. Cultures were then cegei, and resuspended
in 100 ml of fresh medium. Flasks were then incetbaat 30°C. Viable count were
determined by pouring decimal dilutions in tryptesadt (1 ml culture in 9 ml physiological
water : 1 g T tryptone [Biokar Diagnostics, Beauvais, Francep § I* NaCl [Merck,
Darmstadt, Germany]) on Elliker agar plates (Biokaragnostics, Beauvais, France)
incubated at 15°C at inoculation time, when OD heac0.5 after resuspension in fresh
medium and transfer at 30°C, and every 24 h dfterbeginning of incubation at 30°C. OD

measurement were performed in parallel. All experita were performed in triplicate.

Growth at suboptimal temperature

Cold adaptation mechanisms were investigated dgtagth at suboptimal temperature. 100
ml mELK flasks were inoculated at 1% (v/v) with B4subcultures and incubated at 5°C or
26°C for control conditions until Qg reached 0.5.. Cells were pelleted by centrifugao
min at 6000 g, then washed in 100 ml of 10 mM Kesodium phosphate buffer pH 7
(Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Germany). Washelisceere pelleted and stored at —

80°C until protein extraction.

2D electrophoresis

Total cellular proteins were extracted from cultyrellets by sonication with a Vibracell
72434 (Bioblock Scientific, lllkirch, France), Seatments of 15 sec sonication at 10 W and
45 sec waiting during 5 min. Samples were cooledearbetween treatments. Cell debris were
pelleted by centrifugation at 21000 g during 40 rain4°C. The protein content of the
supernatant was determined by the Bradford methitidl &DC protein assay kit (Biorad,
Marnes-la-Coquette, France) as recommended by upplisr. Equal amounts of proteins
(600 ng) were analyzed by two-dimensional gel ebgttoresis (2D-EF). Proteins were
precipitated in acetone for at least one nightorPio loading on first dimension strips, the
samples were rehydrated 30 min on ice in a buffenppsed of urea 7 mof (Sigma), thio-
urea 2 mol T (Sigma), 4 % CHAPS (ICN Biomedical, Orsay, Frane?5 % Triton 100X
(Sigma), 0.4 % Biolyte 3/10 (Biorad), and dithititot 28 pg mf* (Sigma). The total volume
(250 pl) was loaded on a 11 cm isoelectric focugjefstrip with a linear isoelectric point

(pl) range from 4 to 7 (Biorad). The gel and prosaivere rehydrated overnight at 20°C under
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a constant voltage of 50 V. First dimension mignatwas performed during 6 h with a
voltage of 6000 V H. For the second dimension, 16 % sodium dodecyfateul
polyacrylamide gel eletrophoresis gels were used.

The gels were stained overnight in a 0.1 % comdsai solution, then discolored in a 20 %
ethanol and 10 % acetic acid solution. They wessn tecanned with a GS-800 densimeter
(Biorad) and analyzed using PDQuest software (Bliprive repetitions were made for each
conditions.

Protein identification was performed by liquid chratography mass spectrometry (LC-
MS/MS) and peptide sequences identification wasiobtl by data treatment with FASTS
software (Mackeet al, 2002).

Identification of a CSP gene

A degenerated nucleotide sequence of the corresmpgdne from the sequenced protein was
obtained by reverse transcription using interneteblgprogram Sequence Manipulation Suite
(Stothard, 2000). Gene sequences of proteins slgowhe highest similarity with the
sequenced protein were retrieved from online daedband compared to our sequence using
the multalin program (Corpet, 1988). PCR primersengesigned from the conserved regions
of these sequences: cspD1-f: 5-GGCAAATGGAACAGTAARBG-3'; cspD3-r. 5'-
TCCATCAGATTGGATTGCTGAG-3'. PCR reactions were penied in a PTC-100
thermocycler (MJ-Research) in a total volume ofib@ontaining 1X PCR buffer, 1.5 mmal |

! MgCl,, 1 pg mt* DNA, 0.8 pmol 1 each primer, 0.2 mmol*l(each) dNTP and 1U Taq
DNA polymerase (New England Biolabs, Hitchin, Udmplification consisted of a first
cycle of 5 min at 94°C followed by 35 cycle of anin at 94°C, 1 min at 50°C, 1 min at 72°C
and 5 min of final extension at 72°C. Negative coist containing no DNA template were
included in parallel. The nucleotide sequence efamplified gene fragment was determined
with an ABI 370 automated sequencer using the Tgq-Deoxy TM terminator cycle
sequencing method (Genome Express company, Mdytance) and the cspD1-f and cspD3-
r primers. Anticipated errors of PCR and sequenceagtions were avoided by sequencing
both DNA strands. Sequence was then compared abaksds using the nucleotide-nucleotide
BlastN programffttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/(Altschulet al, 1997).

Contiguous parts of the gene were identified usimgverse-PCR strategy. Twelve restriction
enzymes were used to digest total DNA of strain EA12: EcoRlI, Sall, EcCORV, BsmAl,
Ncol, Dpnl, BspHI, Xhol, Msel, Hindlll, Haelll anHihal (Biolabs). None of these enzymes

cut inside the previously identified gene fragmemigestions were performed as
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recommended by the supplier in a mix containingu@yGof DNA, 20 U of restriction enzyme,
4 ul of 10X enzyme buffer, 0.4 ug of BSA when neegeg and water adjusted to a final
volume of 40 pl. Reaction mixes were incubated &th37°C (except for BsmAIl mix
incubated at 55°C) followed by inactivation of thiezymes at 65°C during 20 min. Ligation
reactions of the digested products were performesinight at room temperature (20°C) in a
mix containing the previous digestion mix (40 800 U of T4 DNA ligase, 40 ul of 10X T4
buffer and water adjusted to a final volume of 400After isopropanol precipitation, PCR
amplification was performed as described above gusiaverse primers Icqlf (5'-
CGAAGCCTTTTTCAGCGTTA-3') and Icq2r (5'- TCATCACTGE®&AGACGGAA-3') and

2 pl of re-circularized DNA as a template. Amplgiton products were separated on 1.5 %
(w/v) agarose gel and were subsequently visualizgdUV illumination after ethidium
bromide staining. Positive PCR products were cloagithg an Invitrogen pcrll-TOPO-TA
cloning kit (Invitrogen, Carlsbad, California, USAnd sequencing was performed as
described above using primers M13F (5'-GTAAAACGACGCAG-3') and M13R (5'-
CAGGAAACAGCTATGAC-3).
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RESULTS

Growth rate in function of temperature

According to optical density measurements, optingrowth temperature for strain EU2241
was 26°C with a maximal growth ratg.dts = 0.5921 H (G = 1 h 11 min). At 5°C, the
maximal growth rate of strain EU2241 was 0.071(Bs = 9 h 45 min). Growth was recorded
at 0°C, with a maximal growth ratenjo = 0.0243 H (G = 28 h 31 min). Maximal growth

rate in function of temperature is presented inriegl.

0,7

Umax (17

0 5 10 15 20 25 30 35
Temperature (T)

Figure 1: Maximal growth rate of strain EU2241 in function of temperature.

No growth was recorded at 29°C or above during @een C experiments. Live cultures
grown at 26°C until Ogy= 0.5 (3.9x10 UFC/g) and then incubated at 30°C showed a stable
number of viable cells during 24 h, and then adirdecrease of cell viability as no colony
was detected after 48 h. OD measurements with BieacC also showed a decrease
suggesting that cell lysis occurred (figure 2).

Temperature did not affect final OD value (0.6)cept at 2 and 0°C were it decreased to
0.25.
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Figure 2: OD measurements of cultures of strain EU241 at 26°C, with a temperature
shift to 30°C (dotted) or not (plain) after 16 h ofculture (arrow).

Protein analysis after growth at suboptimal temper#ure

Cultures inoculated at 1% reached anggDf 0.5 in 8 h at 26°C and 5 days at 5°C. Cell-free
extract from mid-exponential-phase cultures wemgassted by 2D-EF. Corresponding gels
are presented in figure 3. Around 200 spots coelddentified. Twelve spots were found to
be significantly different in the suboptimal conalits (5°C) compared to the standard
condition (26°C). The expression of 4 proteins vegsessed at 5°C, whereas the 8 other were
induced. The comparison of th@ctococcusspp. EU2241 2D-EF gels with other gels from
LAB strains (Wouterst al, 1999a ; Wouterst al, 1999b) allowed to determine the location
of the CSP region. This area of the gels contathewhjor spots. One of them (spot 1303) was
induced more than 5 times at 5°C compared to tpeesgion at 26°C.

The spot 1303 was excised from the gel and peptaeposition was analyzed by LC/MS-
MS. Analysis of the resulting peptide sequence hg EASTS software showed high
similarity (superior to 60%) with cold shock pratsifrom Lc. lactis Lb. plantarumand
Bacillus subtilis The nucleotide sequence of this protein obtaingdeverse transcription
was compared to the genes sequences of similagipsaand other cold shock proteins from
different lactic acid bacteria. PCR primers CspDdnfd CspD3-r were designed upon the

conserved regions of these sequences.
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Pi: 4 5 6

Pi: 4 5 6

7
Figure 3: 2D-EF of cell-free exctracts of strairLc. piscium EU2241 grown at 26°C (a) or

5°C (b). Pi scale is given at the bottom. Over expssed proteins at 5°C are circled, and
under expressed proteins are boxed.
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Identification of a putative csp gene

PCR amplification with primers CspD1-f and CspD@sing DNA from strain_actococcus
spp. EU2241 as a template resulted in the amgiidicaof a fragment of approximately 100
bp as expected. Sequencing of this fragment angbanson of the nucleotide sequence with
online database confirmed the presence of a patatig gene. Inverse PCR primers Icqlf and
Icg2r were designed upon this sequence. PCR aogildn with these primers using the
DNA from strain EU2241 digested by enzyme Hhal astemplate resulted in the
amplification of a 350 bp fragment. Analysis ofstliragment with the ORF finder program
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.htrhlrevealed the presence of a 162 bp open reading

frame comprising the original PCR fragment. ThisFO#hcodes a partial protein of 54 amino
acids (figure 4) which shares 85, 84 and 81% itentiith cold shock proteins from
Enterococcus faeciunEc. faecalisand Lactococcus lactissubsp.lactis. The protein also
contains the two RNA-binding domains RNP1 and RIKfRRire 4). Because of its similarity
with the Lc. lactis CspE protein (closest protein of a bacterium fribvd same genus), the

protein from strain EU2241 was named CspE.

1 50 69
cspE_EU2241 .. MAQGTVKWENAEKGFGFI [TGADGKIVFVHFSAI QTDGFKTLEEGQAVNYDVEDG. . . . ... ... ...
csp_Ec_f aeci um DO .. MNNGTVKWENADKGFGFI [TGEDGNIVFAHFSAI QGDGFKTL EEGQAVSYDVEDGQRGPQATNI VKA.
cspL_Lb_pl ant ar um . . MKNGTVKWFNADKGFGFI [TGEDGTIVFVHFSAl QTDGFKTL DEGQKVTYDEEQGDRGPQATNVQPQ
cspE_Lc_lactis .. MAQGTVKWENATKGFGFI [TTEEGNIVFAHFSAI QTDGFKTL DEGQKVTFDVEDGPRGPQAVNI QK. .
csp_Sc_pyogenes MYMAQGTVKWENABKGFGFI [SAENGQIVFAHFISAI QTNGFKTL EEGQKVAFDVEEGQRGPQAVNI TKLA
cspC_B_ subtilis . . MEQGTVKWFNAEKGFGFI ERENGDDVFVHFSAI QSDGFKSL DEGQKVSFDVEQGARGAQAANVQKA.

Consensus .. Ma#GTVKWNAeKGFGFI t ge#G DVFVHFSAI QX #GFKt LEEGK V. YDVE#G rgpga. n. . k. .
RNP1 RNP2

Figure 4: Multalin alignment of EU2241 CspE proteinwith close Csps from various
bacteria. Consensus symbols : ! is anyone of 1V; $ is anyafrleM; % is anyone of FY; # is
anyone of NDQEBZ. Boxed: RNP1 and RNP2 motives.
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Discussion

The Lactococcuspp. strain used in this study previously provetdwee an atypical behavior
amongst lactic acid bacteria concerning growthoat temperature. Our results showed that
Lactococcusspp. EU2241 is able to grow at 0°C, and unablertovgat 30°C which is the
standard optimum temperature for bacteria of lthetococcusgenus (Matamorogt al,
2006). All the lactic acid bacteria strains desedilin previous studies concerning cold shock
or cold adaptation have an optimal growth tempeeatdi 30°C or above (Chapot-Chartetr
al., 1997 ; Maycet al, 1997 ; Wouteret al, 1998 ; Woutergt al, 1999b ; Serroet al, 2003

; Marceauet al, 2004 ; Sauvageat al, 2006).Lactococcus lactis1G1363 have an optimum
growth temperature of 30°C, and a minimum of 4°GteAa cold shock from 30°C, its
maximum growth rates at 20, 15, 10, 7 and 4°C espactively 0,2 1h0,18 k' 0,11 k' 0,03

h™ 0,02 K. They are similar to those predicted for strair2241, except at 20°C were it was
clearly lower. Also an increasing lag time is olbeelr for this strain at low temperature: no
lag time at 20°C, 6h lag time at 10°C and 9 dayst@®@ (Wouterset al, 1999a). In
comparison, no lag time is observed for strain EA122ven at 5°C. Growth rates measured
directly during growth at low temperature registefer Lactobacillus sakeP3K are also
quite similar to those dfactococcuspp. EU2241 except at 24°C: 0.32 for Lb. sakei23K
compared to 0.58hfor our strain (Marceaet al, 2003). (Hamasaleét al, 2003) have also
studied the growth rate of psychrotrophic LAB stmiat low temperature Leuconostoc
mesenteroidesp mesenteroideMCRIL, Ln. citreumMCRI4 andLc. lactissplactis MCRIS.

All these strains have an optimum growth tempeeatfr 30°C. The growth rates of the
Leuconostocstrains at 4 and 10°C were similar to thosd.aftococcusspp. EU2241] c.
lactis MG1363 and_b. sakei23K. TheLc. lactisMCRI3 strain did not grow at 4°C, and its
growth rate at 10°C was only 0,06".hFrom these comparisons, it appears that thenstrai
Lactococcuspp. EU2241 have an atypical growth profile. Theximam growth rate values
are similar to those of other psychrotrophic ssahlow temperature (between 0 and 15°C),
but at temperatures between 20 and 28°C, its groatds are much higher than what can be
expected.

Strain EU2241 was incubated at 5°C for comparidoproteome during cold growth versus
standard condition at 26°C. By 2D-EF a modificat@inhe expression was detected for 12
proteins. 2D-EF and LC/MS-MS analyses allowed tmalestrate that a CSP is overproduced
more than 5 times at 5°C. kb. sakei23K 17 proteins were differentially expressed &t 4
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compared to standard condition at 30°C. However,coldl shock proteins have been
identified among them (Marceat al, 2004). CSP have previously been identified by 2D-
EF, but always after cold shock (Woutatsal, 1999a ; Wouteret al, 1999b). CSP have
previously been reported as part of the adaptatiogrowth at low temperature in the
psychrotrophic bacteriumrthrobacter globiformis(Bergeret al, 1996) andPseudomonas
fragi (Hebraudet al, 1994). They are called cold adaptation prote®&KRs), as they allow
the bacteria not only to survive cold shock stiasgisalso to grow at suboptimal temperature.
By using a inverse PCR strategy;siogene was detected in strain EU2241. At the nuideot
level, the homology with thesp sequences dfb. plantarum(cspQ (Derzelleet al, 2000)
andLc. lactis (cspB (Wouterset al, 1998) is 83 and 82% respectively. At the aminidl ac
level, the CspE sequence of strain EU2241 was @5% identical to the sequence ofan
faeciumCsp (accession number: Q3Y352), 84% to a Csp tEamfaecalis(Q822X2) and
81% to the sequence of CspE fram lactis(Q9CJ38). The two RNA binding domains (RNP
1 and 2) characteristic of the proteins from the @snily were found in the deduced amino
acid sequence. These motifs are highly conserv&biRs. Their importance in RNA binding
and the subsequent role of the CSPs as RNA chaggel@ve been demonstrated (Jiahgl,
1997). In strain EU2241, CspE was present at 26°@reat amounts. lhc. lactis CspE is
constitutively expressed, and appears to be theorm@SP present at optimal growth
temperature (Wouterst al, 1999a). Moreover, overproduction of this protellowed a 5
times increase of the survival after freezing coragdo normal cells (Wouteet al, 2000).
This work provides the first detailed growth chaegistics of a psychrotrophic lactic acid
bacteria that does not grow at 30°C. This kindaetit acid bacteria is very uncommon, and
only one other bacteria of this type as been regart the literature (Katet al, 2000). The
mechanisms of this adaptation have been investigated a protein of the CSP family has
been identified, although its sequence needs tmbwleted.

The presence of other proteins of the CSP familgdeeto be investigated in strain
Lactococcus spEU2241, by sequencing of SD-EF proteins spothénstime region that was
identified before or by a genetic approach withversal CSP primers. In order to confirm the
CAPs status of the identified protein lactococcus spEU2241, experiments will be
conducted to measure the synthesis rate at difféiraas of the growth, especially during the
stationary phase.
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Résultats complémentaires

Une stratégie de RT Q-PCR a été mise en placedafimesurer I'expression du géne de la
protéine de choc froid identifiée précédemment Ides essais de croissance a basse

température.

La souche dd.actococcusspp. EU2241 a été cultivée en milieu Elliker madié trois
températures différentes : 5°C, 15°C et 26°C. Loesigs cultures ont atteint une DO de 0,5,
les cellules ont été récupérées par centrifugagioles ARN totaux ont été extrait par la
méthode de Milohaniet al. (2003). La DNase RQ1 RNase-free (Promega, Charba®
France) a été utilisée pour éliminer 'ADN génoneiglie gene de référence choisi pour
mesurer les variations de transcription est le ggmeB. Les amorces utilisées pour
I'amplification de ce geéne sont rpoBl: 5-ATTGACCRIEGGGTAACCGTCG-3' et rpoB2:
5'-ACGATCACGGGTCAAACCACC-3' (Renoutt al, 2006). A partir de la séquence du
génecspE des amorces codant pour un fragment interne tie paille ont été dessinées :
CspE_QPCR1f: 5-TAACGCTGAAAAAGGCTTCG-3' et CspE_QRZz: 5'-
TTCCGTCTGACCAGTGATGA-3'. Les réactions de RT Q-PGR été réalisées en utilisant
un kit SuperScript 1l Platinum SYBR Green One-S®RT-PCR (Invitrogen, Carlsbad,
California, USA) selon les recommandations du fabri. Les réactions de transcription
inverse et de quantification ont été réalisées damshermocycler Chromo-4 (Bio-Rad,
Marnes-la-Coquette, France) dans les conditionsastes : 3 min a 50°C, 5 min a 95°C, 40
cycles de 30 sec a 95°C et 1 min a 60°C et enfinétape finale de 1 min a 40°C. La courbe
de fusion consistait en une incrémentation de 0®i@es les 10 sec de 70 a 95°C. Les
résultats de l'amplification ont été visualisésaealysés avec le logiciel Opticon Monitor 3
(Bio-Rad). Le seuil de détection; Cseuil au-dessus duquel le signal est supérietiratide
fond) a été calculé pour chaque réaction. Les dmrant été analysées en utilisant la
méthode du double delta dg [Livak & Schmittgen, 2001). Tous les essais oatréalisés en

triple.

Lors des analyses de protéines en électrophorélsmdrisionnelle, la protéine CspE était
surexprimée 5 fois a 5°C par rapport a son expessi26°C. Les taux d'expression relatifs
du génecspEa 26, 15 et 5°C sont respectivement de 1,12 + 1,06 + 0,59 et 0,24 + 0,09.

Selon Beltrameet al. (2006), les taux d'expression sont significatiils sont supérieurs a 2
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(cas ou le géne est sur exprimé) ou inférieurssdshus exprimé). Les résultats obtenus ne
sont pas en accord avec les observations issuexgdésences de protéomique. Cependant la
méthodologie d'étude de I'expression des gendsad®coccussp. EU2241 par RT Q-PCR
demande a étre optimisée. En effet seul le ggoB a pu étre testé dans notre étude en temps
gue gene rapporteur, alors que d'autres génesgpenirétre plus adaptés comme les genes de
la famille de la lactate décarboxylase ou le ggyr@ (Desrocheet al, 2005). De plus la taille
des fragments amplifiés sur les génspEet rpoB demande a étre ajustée. En effet ils sont
respectivement de 50 et 400 pb, alors que la tetemmandée pour ce type d'analyse est
comprise entre 100 et 250 pb. Les données obtemies temps sur le gemspEdevraient

permettre de rectifier ce probléme.
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Discussion

Quelles souches de bactéries pour une meilleure pir@servation ?

La biopréservation est une méthode de conservaesnaliments qui consiste a inoculer un
produit alimentaire avec des souches de bactéélest®mnnées, de maniere a inhiber la
croissance de microorganismes indésirables. Coml@néc d'autres moyens de préservation
tels que la réfrigération ou le fumage, elle peraiationger la durée de vie du produit en
inhibant les flores d'altération, et d'amélioresé&urité par inhibition des flores pathogenes.
Elle peut étre utilisée aussi bien dans des alismfartmentés (par exemple le fromage ou la

charcuterie) que non fermentés (comme la viandesoproduits de la mer) (Leistner, 2000).

Les bactéries les plus intéressantes, et les pgsidmment étudiées pour la biopréservation
sont les bactéries lactiques (pour revue voir §til®96 et Rodgers, 2001). Elles possedent
souvent des propriétés recherchées pour l'apulicate cette technologie : production de
composés inhibiteurs, innocuité reconnue ainsi kg présence et croissance dans de
nombreux produits alimentaires (fermentés ou nba)plupart des souches bioprotectrices
sont sélectionnées pour leur capacité de produdedmactériocines actives contre des germes
pathogénes. Dans cette étude, de nouvelles sonoh&té isolées a partir de produits de la
mer. Les conditions de sélection se sont portéeslaswwapacité a inhiber des bactéries
pathogenes et altérantes par des mécanismes ntusiegment liés a la production de

bactériocines, ainsi que sur leur aptitude a Isssamce a basse température.

Les bactéries lactiques décrites au chapitre 1étdtisolées de produits de la mer frais
emballés sous atmosphére modifiée (pavé de saud®mrgorade ou de grenadier) ou
légerement préservés (saumon fumé). Les prodhbiés@ de saumon représentent la source la
plus importante de bactéries lactiques inhibitrice85% (44 sur 52) des souches de la
collection proviennent des pavés de saumon fraduosaumon fumé. Le saumon fumé est un
produit dont la microflore en fin de conservaticst &argement dominée par les bactéries
lactiques (Leroket al, 1998 ; Rachmaat al, 2004). De plus les bactéries qui y sont présentes
possedent souvent des propriétés inhibitrices, aonoela a été montré dans 2 études
différentes ou 14 et 41% des souches de bacté&itigues isolées de saumon fumé avaient
des propriétés antiisteria (Duffeset al, 1999b ; Tomét al, 2006).

Les souches isolées lors de cette étude appamémaircipalement aux genrésctococcus

et LeuconostocDes bactéries de ces genres ont déja été isblgadir de produits de la mer
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(Mauguin & Novel, 1994 ; Wilderdykeet al, 2004) mais les genrgSarnobacteriumet
Lactobacillusy sont généralement décrits comme dominants (ledrai, 1998 ; Truelstrup-
Hansenet al, 1998 ; Gonzalez-Rodriguezt al, 2002 ; Rachmaset al, 2004). Dans cette
étude, le genrd.euconostoest principalement représenté par I'espece gelidum Cette
espece a été identifiée a partir de viande régdéshaw & Harding, 1989). Elle participe a
I'altération de filets de harengs marinés en pahti des substances visqueuses et du gaz
(Lyhs et al, 2004). Le fait que la production de polysacchesid'ait pas été détectée lors de
I'inoculation de nos souches sur du saumon fundegtcrevettes vient sans doute de leur
faible teneur en saccharose. L'isolement de soudbssespéce€b. alterfunditumet Lb.
fuchuensigespectivement a partir de pavés de grenadiee gtagtés de dorade constitue a
notre connaissance la premiere mise en évidenda geesence de ces especes dans des
produits de la mer. Les isolats du gehextococcusont tous été identifies comme faisant
partie du méme groupe taxonomique, sauf un aparterobablement une autre espéce de
Lactococcus Le séquencage du gene de 'ARN 16S de plusieaurshses de ce groupe a
révélé une tres grande proximité avec I'especeiscium(Williams et al, 1990). Cependant
les caractéristiques de croissance a basse temmeerdtI'hybridation ADN-ADN indiquent
gu'il s'agit d'une nouvelle espéce. Le nom Ldetococcus frigensest donc proposé, en
référence a l'aptitude des souches représentalvasette espéce a se développer a basse
température. Le genteactococcusn'est pas frequemment associé aux produits desta 3n
I'espécelc. pisciuma été isolée a partir de salmonidés, elle est ghusent associée aux
produits carnés (Sakakt al, 2002 ; Vihavaineret al, 2007). Elle est parfois considérée
comme une espece pathogéene du poisson car la soywheprovient d'échantillons de
saumon malade (Williamst al, 1990) et du fait de sa proximité taxonomique alec
garvieae Cependant aucune autre étude n'a mis en évidenwaractere pathogéne te.
piscium contrairement d.c. garvieae(Eldar et al, 1999). Les autres espéces du genre
Lactococcusont généralement associées aux produits la{tierdactisetLc. raffinolactig a
I'exception del.c. plantarum isolée a partir de légumes congelées mais pouelke aucun
autre habitat n'a été décrit. Les bactéries décate chapitre 1 font partie d'especes peu
courantes dans les produits de la mer. Cela ebaplement di aux conditions particuliéres
de sélection, comme la croissance a basse tempErBXel plus, ces especes ont rarement été
étudiées en temps gu'agents de biopréservation.

Les mécanismes d'inhibition de sept souches delllecton ont été étudiés (voir chapitre 1).

Une seule a montré une inhibition probablementadiée production de bactériocine (perte du
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pouvoir inhibiteur du surnageant lors de I'ajoutpaetéinase K). Il s'agit de la souche.
gelidum EU2247. Le spectre d'inhibition de cette bacténecs'est révélé trés restreint,
affectant uniquement les souches.denonocytogenestLb. farciminisparmi les 14 souches
cibles testées. Ceci est concordant avec les patExiétudes menées sur les bactériocines de
bactéries lactiques (Jaek al, 1996 ; Drideret al, 2006). La production de bactériocines par
des bactéries du genreuconosto@ déja été identifiée auparavant (Dabal, 1991 ; Budde

et al, 2003). Au sein de l'espeta. gelidum la leucocine A-UAL 187 a été décrite et sa
séquence en acide aminée déterminée, ainsi qaeitause génétigue du gene correspondant
(Hastingset al, 1991). Une comparaison de la leucocine A-UAL B&%@c la bactériocine
produite par la souchen. gelidumEU2247 devra étre effectuée pour déterminer 'sigits
d'un nouveau peptide. L'ajout de bactéries proohestrde bactériocine n'est pas réglementé a
I'neure actuelle, que se soit au niveau francaiewwpéen. En France les autorisations
d'utilisation de microorganismes dans les prodaliteentaires sont délivrées au cas par cas
selon les recommandations de I'AFSSA (AFSSA, 20023. bactériocines étant considérées
comme des additifs, l'autorisation est plus diifich obtenir pour une souche productrice.
L'innocuité de ces composés doit en effet étre adr@ainsi que I'absence d'apparition de
bactéries résistantes. La plupart des bactériesepies dans cette étude ne sont pas
productrices de bactériocine et elles entreraiemrcddans la catégories des ingrédients
(Wesselset al, 2004) pour lesquels 'obtention des autorisatestsplus facile. Du point de
vue du consommateur, elles se rapprochent alovardage des probiotiques et bénéficient
ainsi de l'image positive qui leur est associé&cigpement si elles permettent d'éviter
l'utilisation de conservateurs chimiques. Les misraes d'inhibition par lesquels ces souches
parviennent a inhiber les bactéries d'altératiopathogenes devront cependant étre élucidés.
Les plus probables sont la production d'acidesgges et la compétition nutritionnelle,
résultant de la déplétion en sucres de la mat@eedernier mécanisme a déja été observée
pour une souche déb. maltaromaticunnhibant la croissance de monocytogene@Nilsson

et al, 2005).

La biopréservation est elle un moyen efficace poumméliorer la qualité organoleptique

des produits de la mer faiblement préservés ?

Pour la biopréservation des produits de la megelere le plus utilisé es€arnobacterium
(Yamazakiet al, 2003 ; Brilletet al, 2004 ; Nilssoret al, 2004). Le genréactococcusest
plus frequemment utilisé pour la biopréservatios pleduits laitiers (O'Sullivaat al, 2006),
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et le genrd_euconosto@our les produits carnés (Buddeal, 2003 ; Jacobseet al, 2003).
La souche cible visée est en géndramonocytogened 'étude décrite au chapitre 2 décrit
pour la premiére fois l'utilisation des espécesgelidum Cb. alterfunditunmet Lb. fuchuensis

pour la biopréservation des produits de la mer.

Pour la biopréservation des produits fermentésuta'une souche bioprotectrice, souvent
sélectionnée parmi la flore naturelle du prodist,.en concept bien accepté par les industriels,
comme c'est par exemple le cas pour les fromagesihfe et al, 1999). A l'inverse dans
les produits non fermentés tels que le saumon famdes crevettes il peut y avoir une
réticence a inoculer une bactérie vivante sur wdyt dont on cherche normalement a
minimiser la contamination microbiologique initialea présence des ferments bioprotecteurs
ne doit donc pas étre perceptible au niveau sesiseriil faut s'assurer que les souches
sélectionnées pour ce type d'application ne prosogpas l'altération du produit. Pour cela,
les 7 souches issues de la collection de bactérekitrices (EU2213, EU2229, EU2241,
EU2247, EU2255, EU2257 et EU2262) ont été inocugggsdes produits soumis a l'analyse
sensorielle (évaluation des odeurs par un juryaamd), afin de déterminer leur éventuel
potentiel d'altération. Les tests sur des crevetéenrtiquées cuites emballées sous vide ont
révélé que les souches tb. fuchuensi€€U2255 etCb. alterfunditumEU2257 avaient un
effet altérant. Elles produisaient respectivemgmes 7 jours de conservation a 8°C des
odeurs de choux et de serpilliere. Des odeurs dgpeeont déja été décrites en corrélation
avec la présence de souched detobacillusspp. (Stohret al, 2001 ; Truelstrup-Hansest

al., 1995). De la méme maniere linoculation de souckeCb. divergenset Cb.
maltaromaticunsur des crevettes nordiques a des niveaux sigslairceux choisis dans cette
étude ont conduit au rejet des échantillons pgqurle d'analyse sensorielle, avec I'apparition
d'odeurs de chlore (Laursen al, 2006). Le caractere protecteur ou altérant dashss du
genre Carnobacteriumvarie considérablement selon les études et estrenargement
débattu (Laursent al, 2005).

Parmi les 5 souches qui n'ont pas d'effet altésantles crevettes, 2 souches appartenant a
l'especeln. gelidum(EU2247 et EU2262) se sont montrées particulienérafficaces pour
allonger la durée de vie du produit. Les échamiillonoculés avec ces souches ont été
considérés comme non altérés par le jury d'analgssorielle aprés 28 jours de stockage a
8°C alors que les témoins non ensemenceés étaierdidénés comme moyennement ou

fortement altérés. De plus la présence des soublmgmotectrices ne modifie pas les
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propriétés du produit, les odeurs enregistréest éansiblement les mémes que pour un
échantillon non ensemencé et non altéré. Une @émisisouche den. gelidum(EU2213) a
montré un effet trés variable selon les lots :ef@téservation sur un lot et aucun effet sur
l'autre. Ces variations peuvent étre dues a |&miffte de composition de la microflore en
fonction de la provenance des échantillons, maisdmnaissances sur la flore bactérienne de
la crevette tropicale doivent étre approfondiesnad® valider cette hypothése. Les souches
de Lactococcussp. ne se sont pas révelées altérantes sur legttee et ont permis
d'améliorer légérement les caractéristiques orggmtigues a 28 jours de conservation.
Cependant cette amélioration était beaucoup moiosopcée qu'avec les souches Lldae
gelidum A notre connaissance, le gent&euconostocn'a jamais été utilisé pour la
biopréservation des produits de la mer. Par asleancune étude concluante n’'a été publiée
sur 'amélioration des caractéristiques organotpy@s de produits de type crevettes par le
procédé de biopréservation, malgré des essaiscdlatmn menés aveBifidobacterium
brevesur des crevettes décortiquées fraiches traitéasdu sorbate de potassium (Al-Dagal
& Bazaraa, 1999). En revanche un brevet a été éépas la société Biocéane concernant
l'utilisation d'une souche dec. lactis pour allonger la durée de vie de produits alimessa
(Daniel & Lorre, 2003). Une application sur creeetist actuellement développée par un
cuiseur francais mais aucune donnée scientifigestrdisponible quant aux effets sur leurs
produits. Des essais menés sur des crevettes nesdigarinées ont permis d'en allonger de
maniere significative la durée de conservation tdrsant de la nisine Z, passant de 10 jours
pour les échantillons contrble a 31 jours pour debantillons traités avec la bactériocine
(Einarsson & Lauzon, 1995). Mais comme cela a ééaprécisé, ce procédé se rapproche

d'avantage de I'utilisation de conservateurs qua bepréservation.

Le saumon fumé est un produit dont la microflorefiande conservation est généralement
dominée par les bactéries lactiques (Lebal, 1998 ; Rachmaet al, 2004). Il s'agit d'un
produit faiblement préservé, conservé a basse tatypé et sur lequel le développement de
la bactérie pathogéne. monocytogenesst possible (Duffegt al, 1999a ; Cornwet al,
2006). Toutes ces raisons en font une matrice dix glour les essais de biopréservation, et
de nombreuses études ont déja été menées en de.emet al, 1996 ; Nilssoret al, 1999

; Duffes et al, 1999b ; Katlaet al, 2001 ; Yamazaket al, 2003 ; Brilletet al, 2004 ;
Vescovoet al, 2006). Cependant, la plupart de ces études smtent sur l'inhibition de.
monocytogeneset les conséquences de l'ajout de ferments biegi@irs sur les

caractéristiques organoleptiques sont rarementiégsid Enfin les souches bioprotectrices
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sélectionnées ne sont pas forcément efficacesljalongement de la durée de conservation
du produit (Brilletet al, 2005).

Pour les expériences décrites au chapitre 2, &gidhes les plus performantes lors des essais
de biopréservation sur crevette ont été sélectempdur le méme type de test sur saumon
fumé : deuxLn. gelidumet deuxLactococcussp. La souche deactococcussp. EU2241 a
montré un fort effet protecteur apres 14 et 28gpawec 2/3 du jury déclarant I'échantillon
non altéré aprés 4 semaines alors que l'échantiloroin (non ensemencé) était déclaré
fortement altéré par tous les panélistes. L'effetquteur de I'autre souche ldactococcusp.
(EU2229) n'a été enregistré qu'a 14 jours. Cettectsd s'est révélée inefficace pour
I'allongement de la durée de conservation au-dela8djours. Les odeurs relevées par le jury
dans les échantillons ensemenceés avec les souehestdcoccusp. (fumée et beurre) sont
décrites comme typigues de produits frais (Joffraticil, 2006 ; Leroiet al, 1996). Une
autre étude avait déja montré précédemment ungaioant de la durée de conservation de
saumon fumé par une méthode de biopréservation,licaend significativement les
caractéristiques sensorielles apres 4 semaingsdeage. Les souches utilisées appartenaient

au genreCarnobacterium(Leroi et al, 1996).

Quel impact sur les flores naturelles des produit8

Comme il a été précédemment montré dans les cesviitejlholmet al, 2005) et dans le
saumon fumé, les bactéries lactigues étaient datie @&tude la flore dominante des
échantillons non ensemencés. La flore lactiquaredd conservation dans les échantillons de
crevette ensemenceés était supérieure d'un loglé @et échantillons non ensemenceés. Les
bactéries protectrices inoculées se sont donc bigrlantées dans ce produit et sont

majoritaires en fin de conservation.

Pour le saumon fumé, bien que les différents greupactériens reconnus pour étre
responsables de l'altération aient été dénomblrésa ipas été possible d'établir de maniere
significative un lien entre I'amélioration de laatjté sensorielle et la réduction des flores.
Cette absence de corrélation a déja été obsernsedea essais de biopréservation de saumon
fumé (Gonzalez-Rodrigueet al, 2002 ; Leroiet al, 1996) et est probablement due au fait
que l'altération de ce type de produits dépendieddntions complexes entre différents

microorganismes (Joffrauet al, 2006 ; Laurseret al, 2006). Pour les crevettes, seules les
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entérobactéries et la flore totale ont été dénoeshrét comme sur le saumon fumé aucune
corrélation avec les qualités organoleptiques miaéppe établie. Cependant des données
récentes suggerent que l'altération de ce typerdeup serait due a la présence Be.
thermosphactaet deCarnobacterium(Laursenet al, 2006 ; Joffraucet al, communication
personnelle)Bx. thermosphactast faiblement inhibée par les bactéries lactiqest®es dans
cette étude (voir chapitre 2). Celles ayant le ple$fet appartiennent au groupactococcus
sp. Des dénombrements sur produits ainsi que demisede co-inoculation devront étre
réalisés pour étudier limpact des souches biopmides sur les niveaux deBx.

thermosphactgrace au milieu de dénombrement spécifique digpeni

Quel impact sur les flores pathogenes ?

Sur milieu modéle en boite de Pétri, toutes legébvms lactiques sélectionnées dans cette
étude se sont montrées capables d'inHibenonocytogenegoir chapitre 1). Ce pathogene
représente le risque principal pour les produitdéanent préservés. Ce critere d'inhibition est
donc tres recherché pour les souches bioprotestride nombreuses études ont déja mis en
évidence le fait qu'une forte proportion des baesdactiques isolées de produits alimentaires
est capable d'inhiber cette bactérie (Budtlal, 2003 ; Brilletet al, 2005 ; Alvaradaet al,
2005 ; Wilsoret al, 2005 ; Weiss & Hammes, 2006). Si une grandegédds souches testées
a aussi inhib&l. sporogenegchoisie en raison de ses caractéristiques setablalcelles du
pathogeneCl. botulinum mais plus facile a manipuler), les pathogeBegoli, Salmonella
entericaet Staphylococcus aureusont été inhibés respectivement que par 3, 2ssuthes.
L'inhibition de 3 souches del. botulinuma déja été démontrée par des bactéries appartenant

aux genregactococcusPediococcuskEnterococcugtLactobacillus(Rodgerset al, 2003).

Afin de confirmer les résultats d'inhibition obteren boite de Pétri, un test a été mené en co-
inoculant des bactéries pathogenesnmionocytogenesst. aureuset Vibrio cholerag et des
bactéries lactiqued.éctococcusp.EU2241 etlLn. gelidumEU2247) sur des crevettes cuites
décortiquées et conservées sous vide a 8°C. En glusdanger représenté par.
monocytogeneda bactérie pathogér&t. aureusest un germe de recontamination courant qui
peut étre retrouvé dans les crevettes. Enfin lagmeée dé&/ibrio est un probleme récurent de
l'aquaculture, particulierement dans les eaux talps (Gopakt al, 2005 ; Koonseet al,

2005), et ces bactéries peuvent se retrouver égm®duit fini.
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L'inhibition maximale dé_. monocytogenes été enregistrée dans les crevettes en présence d
la souchelLactococcussp. EU2241 aprés 3 semaines de conservation al&°@ifférence
avec le témoin non biopréservé était alors d'envitdog. Parmi les deux souches retenues
dans notre étude, seule la souchd.degelidumEU2247 est productrice de bactériocine, or
I'inhibition de L. monocytogenepar cette souche s'est révélée moins importargecgqlie
obtenue aved.actococcussp. EU2241. On considere généralement que la ptiodude
bactériocine joue un role majeur dans l'inhibitael. monocytogenefrider et al, 2006)

ou d'autres pathogénes tels dtie botulinum(Rodgerset al, 2003). De nombreuses études
mettent en évidence l'inhibition de monocytogenegsar des bactéries lactiques productrices
de bactériocine (Wessels & Huss, 1996 ; Nilssbal, 1999 ; Alvaradaet al, 2005), et celles
portant sur des souches non productrices sont rphes (Nilssonet al, 2005). Bien que
Lactococcussp. EU2241 ait montré des capacités d'inhibitiam Ld monocytogenes
intéressantes, la souche @b. divergensv/41 est plus efficace, permettant une inhibitien d
la bactérie pathogene de pres de 5 log (Brétetl, 2004). Une inhibition d&t. aureusa
aussi été mise en évidence pour les deux souches,ume différence de 2 log enregistrée
aprés 3 semaines de conservation entre les édbasitilton ensemencés et les échantillons
biopréservés. D'aprés les résultats exposés dampetre 1, cette inhibition n'est pas due a
une bactériocine, mais il est probable qu'elle do@& a une compétition nutritionnelle. Une
inhibition de St. aureusa déja été observée en boite de Pétri par detiemulel c. lactis
Enterococcus faeciumt Ec. mundtiiproductrices de bactériocines (Camposal, 2006) mais

elle n'a jamais été confirmée sur des produitseiiaires.

Perspectives de biopréservation : plusieurs souchpsur une meilleure conservation ?

La comparaison des résultats d'analyse sensogel#inhibition de bactéries pathogenes
révéle que les 4 souches les plus performantesladaiopréservation des produits de la mer
sontLactococcussp. EU2229| actococcusp. EU2241] n. gelidumEU2247 etLn. gelidum
EU2262. Cependant, une forte disparité a été ciestntre ces souches. Les isolaté le
gelidumse montrent plus efficaces pour la biopréservaties crevettes, alors que ceux de
Lactococcussp. ont permis une meilleure préservation du saumonéfufar ailleurs
I'inhibition de bactéries pathogénes pactococcusp. EU2241 s'est révélée la plus efficace,
malgré le fait que cette souche ne produise pdmdiriocine. Cependant des souche€lle
divergensprécédemment isolées ont montré une meilleurditidm de la bactérie pathogene

L. monocytogenesCes résultats suggérent que les stratégies geébmrvation doivent étre
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mises au point spécifiquement pour chaque produjrobablement méme pour des produits
identiqgues provenant de sources différentes, corfemenontrent les résultats différents
obtenus sur les 2 lots de crevettes. Enfin la coeibon de plusieurs souches est un axe de
travail qui devra étre envisagé serieusement, deareaa fournir une protection optimale a la
fois contre les flores d'altération et les floresthmgénes. Par exemple, les souches de
Lactococcussp., trés efficaces pour prévenir l'altération sdwmon fumé, pourraient étre
associées a la souctid. divergensd/41 qui permet une forte inhibition de monocytogenes
(Brillet et al, 2004).

Comment garantir l'innocuité des souches bioprotecices ?

Afin de pouvoir étre utilisées sur des produitsnalntaires, les souches bioprotectrices ne
doivent pas représenter un danger pour la sant@ihemCertaines amines biogénes comme
I'nistamine et la tyramine peuvent étre responsabletoxications alimentaires, et leur
synthese a été reliée a la présence de bactértepikzs dans les aliments tels que les produits
laitiers, le vin ou les produits a base de viande Brinket al, 1990 ; Joosten & Nunez, 1996

; Lonvaud-Funel, 2001 ; Suzzi & Gardini, 2003). Bdes produits de la mer, leur présence
est majoritairement due a I'action Ekotobacterium phosphoreufidorgensert al, 2000b ;
Dalgaardet al, 2006). Cependant la présence de bactéries lastidans du saumon conservé
sous atmosphere modifiée a aussi éteé reliee artdetdoix de tyramine (Embosrg al, 2002).

Si les quantités d'amines biogenes produites gabvdetéries lactiques restent en général peu
importantes dans les produits naturellement com@sniles taux de bactéries lactiques
nécessaires pour obtenir une bioprotection effiqaee I'ordre de TOUFC/g) peuvent en
revanche conduire a une production importante dere&abolites (Jorgensen al, 2000b).

Par exemple des quantités élevées de tyramine ¢er&)0 mg/kg) ont été relevées lors de
I'inoculation de la souche bioprotectri€d. divergensv4l en culture pure sur du saumon
fumé (Duffeset al, 1999a ; Brilletet al, 2005). Dans ce contexte, le fait qu'aucune des
souches testées au chapitre 1 n'ait montré de giodud’histamine ni de tyramine est un

avantage.

Les souches de bactéries lactiques présentéescddasétude ont été sélectionnées sur des
criteres de croissance visant a éviter de masqéserttuels problemes de maitrise des
procédés de transformation. En effet le dénombréadeta flore totale a 30°C reste un critéere

indicateur dans beaucoup de guides de bonnes ymatip transformation des produits de la
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mer, méme s'il ne fait plus partie du nouveau raglg européen sur les criteres
microbiologiques (CE 2073/2005). Les bactéries tuitgrtrices sont inoculées a des niveaux
élevés (10 UFC/g) et sont donc généralement plus nombreuses lgs flores de
contamination. Les souches bioprotectrices de r&trée ont été sélectionnées pour ne pas se
développer a 30°C et permettre le dénombremena diere mésophile totale indicatrice de
I'nygiene des produits. Enfin la croissance dansyistéme digestif humain (37°C) des

souches sélectionnées sera impossible, ce quinsleéaens de I'innocuité de ces bactéries.

Un antibiogramme été réalisé, ce qui est fortemmdommandé pour les souches
bioprotectrices (Rodgers, 2001). Les sept isokes (EU2213, EU2229, EU2241, EU2247,
EU2255, EU2257, EU2262) sont sensibles au chlorémpbl, a la tétracycline et a
I'érythromycine sauf EU2241 qui a montré une réasist intermédiaire a I'érythromycine.
Tous sont résistants a la vancomycine, la kanaraytncolistine et a I'acide nalidixique. Ces
résistances sont frequemment décrites chez le®rkctlactiques et sont généralement

considérées comme non transférables (Mathur & S2@05).

Le nouveau systeme européen QPS (Qualified Pregumpf Safety) de validation des
souches destinées a l'alimentation humaines disimtpux axes principaux pour lister les
bactéries entrant dans l'alimentation humainelegelisposant d'un historique démontrant la
sécurité de leur utilisation et pour lesquellesuekimes consommeés par les humains sont
importants (utilisation "traditionnelle" de micr@amismes comme c'est le cas pour les
ferments lactiques dans les produits laitiers) est houvelles bactéries utilisées dans un
aliment. Cette derniére catégorie comprend aussb&etéries déja reconnues sans risques,
mais utilisées dans un nouveau contexte (par exeroplui de la biopréservation). Ne
disposant pas de I'historique adéquat, ces micaoasmes devront alors étre testés, afin de
générer une base de connaissance nécessaire eptidion d'utilisation. Cette base de
connaissance devra permettre de préciser : la ¢axien; le caractére non pathogéne des
souches ou l'absence de toxicité des métabolitehijts ; et enfin les résistances spécifiques
aux antibiotiques. Ces éléments ont déja été réaous les souches sélectionnées dans cette
étude, ce qui devrait permettre d'obtenir rapiddrteestatut QPS si les souches présentées ici

devaient étre proposées pour une application inéilst
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Des bactéries bien adaptées a la croissance sur guits réfrigérés ?

Les bactéries lactiques sont généralement des isngas mésophiles, avec une température
optimale de croissance de 30°C, un maximum ver€ 4%°un minimum pouvant descendre
jusqu'a 0°C (van de Guch&t al, 2002). Les bactéries présentées dans cette énidionc
clairement un comportement inhabituel pour des dvas lactiques. Les seuls autres
exemples de bactéries lactiques ne poussant pa3Cas®ntLb. algidus une bactérie isolée
de bceuf réfrigeré (Katet al, 2000) et les bactéries isolées d'un lac de Ihtpe Cb.
funditumet Cb. alterfunditum(Franzmanret al, 1991). Les profils de croissance en fonction
de la température ont été réalisés pour 2 souahés abllection Lactococcusp. EU2241 et
Ln. gelidumEU2247. Leurs températures optimales de croissétagent respectivement 26 et
20°C. Pour les deux souches, aucune croissancgéi@mesurée a 29°C ou au-dessus, mais
toutes les deux poussaient a 0°C. Les vitessesralssance calculées pour la souche
Lactococcussp. EU2241 étaient équivalentes a celles relevémg p'autres souches
psychrotrophes telles quec. lactis MG1363 (Wouterset al, 1999a) ouLb. sakei23K
(Marceauet al, 2003), sauf a des températures supérieures a P@¥Omesures de croissance
réalisées a 4 et 10°C sur des souches appartenanespeces.n. mesenteroidesp
mesenteroidestLn. citreummontrent également des taux de croissance équafsaeceux de
Ln. gelidumEU2247 (Hamasaket al, 2003). D'apres ces comparaisons, les souchesessol
dans cette étude présentent un profil de croissam#éaire a ceux des autres bactéries
lactiques a basse température. Cependant la s@&ldB241 montre des taux de croissance
supérieurs a ceux relevés dans la littérature @ftret 28°C. Enfin I'absence de croissance a
30°C ou au-dessus est une caractéristique origide caractéristiques inhabituelles pour
des bactéries lactiques ne sont pas encore élgciddeeure actuelle. Considérant leur intérét

pour la biopréservation, il est essentiel d'étuldisrmeécanismes associés.

Comment ces souches s'adaptent-elles au froid ?

Les protéines de la famille des CSP sont majoeitaént produites en cas de choc froid dans
la plupart des microorganismes. Chez certains @ges psychrophiles comme
Pseudomonas fragHebraudet al, 1994) ouArthrobacter globiformigBergeret al, 1996)
des protéines de ce type sont surexprimées de raavatinue lors de la croissance a basse
température. Elles sont appelées protéines d'adaptau froid (CAPs, cold adaptation

proteins) (Hebraud & Potier, 1999). Dans la paBtida surproduction d'une protéine a été
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démontrée lors de la croissance de la souelseococcusp. EU2241 a basse température. La
production de cette protéine a 5°C est environi$ $oapérieure a celle obtenue lors d'une

culture a 26°C.

La séquence en nucléotides du géne de la protéiegmimée a été déterminée, ainsi que sa
séquence en acides aminés. Les résultats préstriéde chapitre 3 montrent une identité
supérieure a 80% avec d'autres protéines de chmcdrovenant de bactéries lactiques telles
quelLc. lactisLG1363 (Wouter®t al, 1998),Lb. plantarum(Derzelleet al, 2000) ou encore
Ec. faecium Les deux domaines RNP1 et RNP2 caractéristigaesGEP ont été retrouvés
dans cette protéine. L'importance de ces domainas Ip liaison des CSP avec les acides
nucléiques a été démontrée (Jiaeg al, 1997), et supporte I'hypothese d'un rble de
chaperonnes a ARN ou ADN pour ces protéines. L&pre identifiée est trés proche de la
protéine CspE décrites chee. lactis A température optimale de croissance, cette ipté
est la plus fortement exprimée parmi les CSP de tetctérie, et son expression est doublée
aprés d'un choc froid (Wouteet al, 1999a). La protéine identifiée cheactococcussp.
EU2241 est aussi fortement produite a températerecrdissance optimale. Lors de la
croissance a basse température (4°C) de la souxhdy.dsakei23K, 17 protéines sont
exprimées difféeremment par rapport a la condititemdard de 30°C. Cependant aucune
d'entre elle ne semble étre une CSP (Marcetaal, 2004). Il s'agit donc de la premiere
corrélation établie entre la production de CSRerbissance a basse température de bactéries
lactiques. Afin de vérifier si cette protéine fadrtie de la famille des CAPs, il faudrait établir
une cinétique de production au cours de la crotgsanbasse température. Un mutsgE-
permettrait de déterminer le rdle que joue cettetdmme dans la croissance a basse
température. Cette technique a permis de mettevigience les roles des protéines de cette
famille chez d'autres bactéries comBiesubtilis(Graumanret al, 1997). Enfin la présence
d'autres protéines de la méme famille est tresgireb La méthode la plus employée pour les
détecter consiste a soumettre la bactérie a unfcbioc comme cela a été le cas p&urcoli
(Joneset al, 1987),Lc. lactis (Wouterset al, 1999a) ouSc. thermophilugWouterset al,
1999b).

Pour finir

Les études présentées dans cette these ont péeisnigrdet de caractériser des souches de

bactéries lactiques bioprotectrices. Les donnéamtaniques indigquent gu'il s'agit d'especes
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qui n'ont jamais été étudiées en temps qu'agentsogeéservation des produits de la mer
(comme Ln. gelidum, ainsi qu'une nouvelle espéece deactococcus Selon les
recommandations de I'EFSA pour l'obtention de lantoe QPS, des informations sur
I'identification, l'innocuité (absence de synthabamines biogenes) et la résistance aux

antibiotiques ont été rassemblées.

Les applications menées sur des crevettes tropicieortiquées cuites et sur du saumon
fumé ont permis de montrer que les souches sétees présentaient un fort potentiel pour
la biopréservation. Lorsqu'elles sont inoculéesdsusaumon fumé ou des crevettes, 4 de ces
souches l(actococcussp. EU2229,Lactococcussp. EU2241Ln. gelidumEU2247 etLn.
gelidumEU2262) ne modifient pas les odeurs des prodrats percues par un jury d'analyse
sensorielle, et permettent d'allonger significatieat la durée de conservation au-dela de 4
semaines. Elles permettent aussi d'améliorer larié&cmicrobiologique, en inhibant la
croissance dé&. monocytogenest deSt. aureusde pres de 2 log. Des études préliminaires
sont en cours pour valoriser ces résultats dansgremet industriel. Par la suite, une
inoculation conjointe avec des souches bioprotsdritreés efficaces contre les pathogenes
commeCb. divergensv41l devrait permettre de contréler aussi biendsgects durée de

conservation que sécurité.

Enfin les caractéristiques de croissance des sewslectionnées sont trés inhabituelles pour
des bactéries lactiques. Elles se développenteamdt a basse température (entre 4 et 8°C)
mais pas du tout a 30°C. Cela représente un avaagr la biopréservation des produits
réfrigérés, leur permettant d'entrer en concurremcer la flore d'altération psychrotrophe
sans pour autant masquer les flores mésophiledatdgés de la qualité hygiénique des
produits. C'est aussi une garantie supplémentainer pe consommateur, car aucune
croissance ne pourra avoir lieu dans le tractussiimal. La surexpression d'une protéine
apparentée a la famille des CSP a été démontré&Ca L5étape suivante consistera a
démontrer son role exact dans l'adaptation a eepéetures, ainsi qu'a rechercher d'autres
protéines impliquées, qu'elles appartiennent a EBmen famille ou non. De part son
comportement particulier, la souchactococcussp. EU2241 pourrait constitue un modeéle
original pour I'étude de I'adaptation des bactédaetiques aux basses températures.
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Abstract

In this study, 51 seafood products were screened to select psychrophilic inhibiting lactic
acid bacteria. 5575 colonies were tested for inhibition against four target strains : Listeria
monocytogenes, Staphylococcus xylosus, Pseudomonas sp. and Serratia liquefaciens. 456 colonies
(8.2%) showed inhibition and 132 (28.9%) of them were picked up. 54 isolates growing at
15 °C but not at 30 °C were selected. Basic phenotypic characteristics (Gram, catalase and
oxidase test) were then tested. Finally, 52 presumptive psychrophilic LAB strains were selected.
The inhibition spectrum of these strains was enlarged to 14 spoiling or pathogenic target strains
relevant for seafood products. The inhibition profiles were recorded, and clustering was made
to separate eight distinct groups.

Keywords: biopreservation, psychrophilic lactic acid bacteria, inhibition

Introduction

Seafood products, widely marketed throughout the world, are easily spoiled by micro-organisms.
Due to its aquatic environment, the microbiology of fish products is quite specific. The main
spoilage flora of fresh seafood products stored at low temperature is constituted of Gram
negative bacteria like Shewanella spp., Pseudomonas spp. and Photobacterium spp. (Gram and
Huss 1996). Vacuum packaging reduces the level of the respiratory bacteria such as Pseudomonas
spp. However Shewanella putrefaciens and Photobacterium phosphoreum develop easily under
vacuum conditions, due to their capacity to use trimethylamine oxide (TMAO) as an electron
acceptor. Reduction of TMAQ into trimethylamine (TMA) leads to specific fishy off-odours. Modified
atmosphere packaging (MAP) with CO, inhibits the development of respiratory organisms such
as Pseudomonas spp. and S. putrefaciens. This result explains the significant extension of the
product shelf-life. However, P. phosphoreum is resistant to C0, atmosphere and is still a source
of spoilage (Gram and Huss 1996). Lightly preserved fish products (cold-smoked fish, pickled
and marinated fish, etc.) are generally distributed at chilled temperature and under vacuum or
modified atmosphere packaging. This kind of packaging favours the growth of lactic acid bacteria
(LAB) such as Lactobacillus spp., Carnobacterium spp. and Leuconostoc spp., which soon become
the predominant flora. They are mixed with typical Gram negative spoilage bacteria. They can
be part of the spoilage by producing off odours and biogenic amines. Enterobacteriaceae (Gram
negative) and Brochothrix thermosphacta (Gram positive) can also be found in lightly preserved
products (Gram and Huss 1996; Leroi and others 1998; Gram and Dalgaard 2002).
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Pathogenic risks in lightly preserved seafood products occur mainly from Listeria monocytogenes
and biogenic amines production. L. monocytogenes is a Gram positive bacterium that can resist
salting, drying and cooling (Collins-Thompson 1980). This resistance allows L. monocytogenes
to grow in preserved products such as smoked salmon (Heinitz and Johnson 1998). Low numbers
of Clostridium botulinum, Bacillus spp. and Salmonella spp. have been reported in seafood (Huss
1997). High levels of biogenic amines, particularly histamine in scombroid fish, can lead to
food poisoning (ten Brink and others 1990). Their formation is mainly due to microbial activity
and can be related to the presence of P. phosphoreum, psychrotolerant Morganella morganii-like
bacteria and LAB, as for example in lightly preserved tuna (Emborg and others 2005).

Biopreservation is a novel and innovative way of reducing microbial risks and/or extending shelf
life of lightly preserved products. Biopreservation consists in inoculating in the food matrix
bacterial strains selected for their ability to inhibit growth of undesirable bacteria, while not
presenting any spoilage capacity (Rodgers 2001). Many studies have been conducted on the
biopreservation of food products (seafood, meat, dairy products). For example Vermeiren and
others (2004) investigated the preservative abilities of Lb. sakei on cooked meat products.
Brillet and others (2004) used Carnobacterium divergens to protect cold-smoked salmon from
growth of L. monocytogenes. According to Helander and others (1997), the control of Gram-
negative bacteria is problematic because they are resistant to bacteriocins, which are molecules
often produced by LABs and active against related species.

In this study, isolation of bacteria from different seafood products was carried out. The objective
was to isolate psychrophilic LAB cultures active against a wide range of Gram negative and Gram
positive spoilage or pathogenic target bacteria, to be used in the seafood industry.

Materials and methods

Bacteria isolation from seafood products

Fifty one seafood products were obtained from different supermarkets (Table 3). They were
stored at 4 or 8 °C, and opened in a range of 10 days before to 10 days after the use by date.
A 30 g sample of each product was taken aseptically and diluted in 120 ml of physiological
water (1 g/l tryptone (Biokar Diagnostics, Beauvais, France), 8.5 g/l NaCl (Merck, Darmstadt,
Germany), 1 drop of bromocresol purple). The sample was crushed in a Stomacher 400 (Seward
Medical, London, UK) for 2 min. After 30 min for revivification, four decimal dilutions were
made in physiological water, and 0.1 ml of each dilution was spread on Elliker agar plates
(Elliker, Biokar Diagnostics, with 1.5% agar added). For each sample, 5 plates of each dilution
were made (total: 25 plates per sample). Plates were then incubated in anaerobic conditions at
8 °C for 10 to 15 days. At that time, plates showing growth of 10 to 15 colonies were selected
for the double layer inhibition test.

Double layer inhibition test

Four target strains have been selected for the test: Listeria monocytogenes (EU2160),
Staphylococcus xylosus (EU2178), Pseudomonas group I (EU2189) and Serratia liquefaciens
(EU2196). These strains were incubated twice successively for 72 and 24 hours in Brain Heart
Broth (Biokar Diagnostics), before being diluted to a previously determined concentration.
Information about culture conditions are presented in Table 1. One millilitre of selected dilution
was added to 15 ml of soft BHB agar (Brillet and others 2004) and then spread on an isolation
plate showing growth of 10 to 15 colonies. The four target strains were spread on different
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plates of the same set (same product, same dilution). The fifth plate of the set was kept intact
as a negative control. Plates were then incubated for 24 hours at the specific strain incubation
temperature (Table 1). Presence of inhibition zone was checked visually. Based on colony
aspect (size, colour, appearance, presence or not of polysaccharide) and product of origin,
approximately 1 out of 3 colonies showing an inhibition zone was picked up and cultivated in
Elliker broth (Biokar Diagnostics) at 15 °C.

Selected strains were isolated twice successively on Elliker agar and then incubated in Elliker
broth at 15 °C for 4 days before being frozen for conservation at -80 °C in Elliker broth
containing 10% of glycerol (Panreac Quimicia SA, Barcelona, Spain).

Phenotypic tests

The selected strains were pre-cultivated for 72 hours in Elliker broth at 15 °C. In order to check
their psychrotrophic characteristic, each strain was then inoculated in two Elliker broth tubes.
One tube was incubated at 15 °C, while the other one was incubated at 30 °C. Growth was
watched visually by checking turbidity after 48 h and one week of culture. Strains presenting
growth at 15 °C but no growth at 30 °C after one week were tested for three characteristics:
Gram, catalase and oxidase. Their morphological characteristics were observed by phase contrast
microscopy. The Gram test was performed by the KOH method (Gregersen 1978). The Catalase
test was performed by dropping 10% H,0, (Merck) on a colony. The Oxidase test was performed
on a BBL DrySlide (Becton Dickinson and Company, Le Pont de Claix, France). Only Gram
positive, catalase negative and oxidase negative strains were selected for further studies.

Inhibition spectrum

Research of the inhibitory capacities of the selected strains was enlarged to 14 spoilage and
pathogenic target strains listed in Table 2. The tested LAB strains were incubated for 48 h
in Elliker broth at 15 °C. Hundred-fold dilutions were made in physiological water. Strains
were spotted on Elliker agar plates (10 pl per spot) with 6 spots per plate. Plates were then
incubated anaerobically for 10 days at 8 °C.

The target strains were cultivated twice successively for 72 hours and 24 hours in specific
medium broth, at their specific temperature (Table 2). They were then diluted in physiological
water (Table 2), and 1 ml of final dilution was added to 15 ml of specific medium (Table 2)
containing 10 g/l of agar. Soft agar was then spread on previously spotted and incubated Elliker
agar plates. After 24 hours incubation at target strain appropriate temperatures (Table 2), the
plates were examined for evidence of inhibition. The size of the inhibition zone was recorded,
and a score from 0 to 4 was given as follows : 0 for no inhibition, 1 for an inhibition zone’s

Table 1. Target strains used in first screening and appropriate cultures conditions for double layer
realisation.

Strain Code Incubation temperature  Used dilution
L. monocytogenes EU2160 20 °C 1/100

S. xylosus EU2178 37 °C 1/1000
Pseudomonas sp. EU2189 20 °C 1/1000

S. liquefaciens EU2196 20 °C 1/1000
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Table 2. Target strains used in the inhibition spectrum and appropriate cultures conditions for double layer
realisation.

Code* Species Medium** Temperature  Dilution
EU2199  Psychrobacter sp. BHB 20 °C 1072
EU2183  Photobacterium phosphoreum BHB + 15g/L NaCl 15 °C 0
EU2204  Lactobacillus farciminis BHB 20 °C 1072
EU2206  Brochotrix thermosphacta BHB 20 °C 1073
EU2187  Shewanella putrefaciens BHB 20 °C 1072
EU2211  Bacillus subtilis BHB 37 °C 30 o103
EU2160  Listeria monocytogenes BHB 20 °C 1072
EU2178  Staphylococcus xylosus BHB 3726 1073
EU2189  Pseudomonas group 1 BHB 20 °C 1073
EU2196  Serratia liquefaciens BHB 20 °C 1073
CIP81.3  Salmonella enterica BHB 396 1072
CIP76.25 Staphylococcus aureus BHB 3742 10!
CIP76.24  Escherichia coli BHB 37 °C 1072
ENITIAA  Clostridium sporogenes RCM*** B75SCE 102

* EU: HURDLETECH collection, stored in IFREMER, Nantes, France ; CIP: Institut Pasteur Collection,
Paris, France; ENITIAA: ENITIAA collection, Nantes, France

** BHB: Brain Heart Broth, Biokar Diagnostic; RCM medium was prepared as follow : 3 g/l yeast extract
(Biokar Diagnostics), 10 g/l meat extract (Oxoid LTD., Basingstoke, Hampshire, England), 10 g/l peptone
(Oxoid LTD.), 5 g/l glucose (Merck), 1 g/l potato starch (La Bovida, Nanterre, France), 5 g/l NaCl (Merck),
3 g/l Sodium Acetate (Merck), 0.5 g/l cystein hydrochloride (Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier, France),
0.5 g/l agar (Biokar Diagnostics). The pH was adjusted at 6.9 and medium was then autoclaved

diameter of 1 cm, 2 for a diameter of 2 cm, 3 for a diameter of 3 cm and 4 for a diameter of 4
cm or more (meaning the inhibition zone extended to the next spot on the plate).

Ward's hierarchical clustering method with squared Euclidian distance was used to separate
the 52 LAB isolates into groups according to the size of their inhibition zone for the fourteen
target strains (Uniwin plus, version 4.01, Sigma plus, Paris, France).

Results and discussion

Isolation and characterisation

From the 51 seafood products analysed, a total of 5575 colonies have been covered with
indicative bacteria. 456 (8.2%) colonies showed an inhibition activity and 132 of these
(28.9%) were selected upon their appearance for further tests. All results concerning isolation
and characterisation are presented in Table 3. From the 132 selected strains, 54 (40.9%) were
able to grow at 15 °C and showed no growth at 30 °C. According to Shewan and Murray (1979),
psychrophilic bacteria have an optimum growth temperature of 15 °C and a maximum growth
temperature of 18 °C, whereas psychrotrophic strains have an optimum growth temperature
between 20 and 30 °C, and a maximum at 37 °C. The selection of strains showing no growth
at 30 °C orients the selection toward psychrophiles. The selection’s main purpose was to select
strains that will be capable of growing at chilled storage temperatures. Moreover, psychrophilic
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strains will not grow at body temperature, meaning no growth will occur in the human tractus.
If the product is submitted to abused temperature during storage, the biopreservative strains
will not overgrow and spoil the product. Fifty two (96.3%) out of the 54 psychrophilic strains
were Gram positive, catalase negative, oxidase negative rods or cocci, which means that they
probably belong to the LAB group.

As shown in Table 3, a lot of presumptive LAB colonies were obtained from MAP and smoked
fish products. This is coherent with previous publications (Leroi and others 1998; Gonzalez-
Rodriguez and others 2002). But very few of the colonies coming from smoked fish products
showed inhibition, except for the cold-smoked salmon. A significant number of colonies from
MAP products showed inhibition and were selected thereafter. In addition, 44 strains out of the
52 selected strains (84.6%) came from salmon: MAP salmon (39 strains) and smoked salmon
(5 strains). Moreover, the screening for psychrophilic bacteria eliminated most of the strains
isolated from smoked salmon. Of the 37 strains originally selected from smoked salmon, 32
(86.5%) grew at 30 °C and were not selected. On the opposite, 40 of 48 (83.3%) of the strains

Table 3. Number of colonies screened and selected per product.

Product name Number of Number of Number of Number of
colonies colonies isolated selected
covered showing colonies potential LAB

inhibition

MAP shrimp 157 26 11 0

MAP rough head grenadier 520 24 7 3

MAP salmon 718 151 48 39

MAP sea-bream 240 1 13 5

MAP whiting 456 14 3 0

Smoked haddock 217 4 4 0

Smoked mackerel 121 0 0 0

Smoked herring 300 2 2 0

Smoked trout 354 0 0 0

Smoked tuna fish 368 0 0 0

Smoked shark 476 2 2 0

Smoked salmon 554 221 37 5

Red mullet viscera 371 0 0 0

Mackerel viscera 198 0 0 0

Herring viscera 39 0 0 0

Sea-bream viscera 184 1 il 0

Shrimp (fresh) 0 0 0 0

Salmon carpaccio 128 0 0 0

Salted cod 0 0 0 0

Roe cod (tarama) 174 0 4 0

Roe lumpfish, roe salmon 0 0 0 0

Marinated sardines, anchovy, mussel, 0 0 0 0

pickled shell fish and pickled herring

Total 5575 456 132 52
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isolated from MAP salmon showed no growth at 30 °C and where selected. This is probably the
result of the food processing : during cold smoking, temperature rises to 20-25 °C, which may
inhibit psychrophilic strains. Fish viscera gave a smaller but still important number of colonies.
However, none of them showed any interesting anti-microbial potential.

Inhibition spectrum
The aim of this experiment was to test the inhibiting capacities of the 52 isolated strains. They

were tested against typical pathogenic and spoiling strains (later referred to as target strains).
Most of the target strains chosen are commonly found in seafood products (Gram and Huss 1996).
Others like E. coli, Salmonella or B. subtilis are not generally associated with seafood products, but
can in rare outbreaks be isolated from these products (Heinitz and Johnson 1998; Huss 1997). The
clustering analysis, based on the size of the inhibition zone of fourteen target strains, allowed
the distinction of eight clusters, containing from one to 16 LAB strains. Mean inhibitory spectrum
of each cluster is presented in Table 4. All strains showed inhibiting capacities against at least
two of the fourteen target strains. No strain showed inhibition against all of the fourteen target
strains. All strains showed inhibition against L. monocytogenes. This is important because L.
monocytogenes is a common pathogenic bacterium found in seafood products. This also confirms
the ability of LAB strains to easily inhibit L. monocytogenes. All strains inhibited at least one
Gram positive and one Gram negative strain. However, the mechanism of inhibition needs to be
investigated, as it is known that the nature of the antimicrobial compound (acid, bacteriocin,
hydrogen peroxide) influence the inhibition of some strains, especially Gram negative (Helander
1997). One of the clusters (cluster 8) regrouped five strains showing the weakest inhibiting
capacities, including negative control Lb. curvatus. Cluster 5 had a high inhibiting potential:

Table 4. Mean inhibitory spectrum of eight clusters of psychrophilic lactic acid bacteria againts fourteen
target strains. (the number represent the mean inhibition halo diameter of the group, in cm). Clusters are
obtained by the Ward’s hierarchichal clustering method. Brackets: number of isolates/cluster.
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although it had weaker inhibition (i.e. smaller inhibiting zone diameter) than what could be seen
in other clusters, it inhibited all target strains except Staphylococcus xylosus. Cluster 7 showed
approximately the same inhibiting pattern than cluster 5, but with stronger inhibition of E. coli,
Staphylococcus aureus and Salmonella enterica. It is also important to notice that typical seafood
product spoiling bacteria are frequently inhibited: all clusters (except cluster 8) presented at least
weak inhibition against Pseudomonas and Serratia liquefaciens. P. phosphoreum was inhibited by
all clusters except clusters 1 and 4.

Conclusion

Lightly preserved seafood products offer a good range of LAB adapted to biopreservation.
Smoked salmon and other MAP seafood products were the products that contained the highest
levels of interesting LAB, providing nearly 85% of our final isolates. True psychrophilic bacteria
are quite rare and it appeared much easier to isolate psychrophiles from products that have
never been heated. Around 8% of the colonies investigated showed an inhibition capacity
and less than 40% of the selected colonies finally matched the researched characteristics
(psychrophilic presumptive LAB). Some isolates, for example those from cluster 5 (coming from
sea bream) and cluster 7 (coming from smoked salmon), exhibited an interesting spectrum
against both pathogenic and spoiling microflora. These results are to be confirmed in seafood
products. The non spoiling capacity of the selected LAB has also to be checked and a complete
identification, using both phenotypic and molecular methods must be provided.
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| -'"M Selection of psychuwophilic lactic acid bacteria
active against spoilage and pathogenic

microorganisims relevant for seafood products
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Ifremer

INTRODUCTION -

Biopreserration 15 a pronusing method of edending shel-life of Ligltly preserved food products. It consists m adding bacterial
cultures selected to prevernt grorerth of spodling andior pathozere bacteria, Lactic Acid Bacteria (LAR) are very conmmon a the end
of storage of lightly presermed products. Alsa, previons studiss have alveady shown the nterest of LAE m biopreservation.

The aim of this shady was to isolde LAE fiom heltly preserved seafood products m order to have a collection of potertially
protective straims, specifically adapted to seafood products

The work was perfooined witin e Do gakd Projses i P (EAFOODphe: paaded b s BT commdrion male s condac tn FOODRC I-2004- F0 65559

MATERIALS AND METHODS —_— RESULTS
First semenms Abhoat W0 colonies covered :
Saleciion of colondes showing inhihition PRODUCT! T L
of indicator strain ' TAF s T
S ‘e Jed sahuon 2157
m’-‘-"ﬁr 51 samples (3106w mednst - WAF saluen fiesLilaiug, TN P e T
o ";I smoled mackere]l aneled tomt loomg vk, amclowy, s coil HET laup TEIL,
R (o)) f'- TIEF 1omigh el g madss ]
Successive 10 fold dibtions | spreading on Ellfker plates, 4 _3;:;:?]':1’{:“;' 3:'
nohation 10 days, 3°C, aerchic conditions, L "’ 1+I-3I.
Ther, plites coversd vwith dwdble Layer of soft BHI Az »  hlleung T
covtaititg tdicator stradre (Listedamomaotommes ::”;:;t‘:iwn ; :;'
ETT2160, Stepiploccocus piosws ET21TE | Poewdmsorys — - !
EU2180 nd Sovatia lquefarias ET2106), oih R S L L —— i
132 sirains sehciad ﬁ-r aem:mi SETEETiTE
Second screeming
el of geschooy Bt iezia Selection of Gram+, catalase-, ompdase-
s groarth at 15°C and 20°C i Elliker baoth SE— strams, growing at 15°C bat not at 30°C

= Gram test (EOH method), Catalase, ceeydase
£T sivaine selecied for third sexeening

Target strains used (and mowmber of times they have

Third screening
been mhibted by one ofthe 52 LAR st:ram)
Inhihiion spectum agamst 14 target strams Target Gram+ siains (0
w [E ] chma (34 TR .|_'-:‘|.' .
m [ B T35 i1
52 LAR T :

: = = SRR 2 arget Gram- shains dmiws app (R Sl
strams @ T .-_-..-'1 @ e [FBY o devadv -|.':'|. W (LY
tested biociim (28 Sl HE (1

L CbmmofﬂlejﬂLﬁBhasedmn&ﬁhmmremﬂshy
et smsﬁfﬁgmmmmg Bdbitiom Whard's hierarchuical wethod (squared Buclidian distance)
s 2 8710, pthogzeric ctrare | spoits alloomred idertific stice of 8 distivect zpoaps (ore cobdafiie
arwerohicalby modbation 4 homs ot tbdhitige draine)

7 indeperting LAH seleried
CONCLUSION :

These diffaret steps of soreenmyz hare allvared the selection of an terestmg collection of psychiophihe mhobiting LAE. Gram
negative mbubiting ability is quite original and demands to be mvestizated later on. Farther work nmst be camied on precise
dentifiration (physiobgical and molemular), tecklmological abilties (application on lighthr preserved products) amd parebphilic
mechanisms (proteins and BHAT.
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Characterization of psyclwophilic lactic acid
bacteria for the biopreservation of seafood
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products
MATAMORDS Sébactisn' , LEROI Frangoise ', PREVOSET Herwé' and PILET Dofarie-Franc e *
1 Lalwiakm de Ehaebak e Adnneakms of Tedne el | FHITTA A Faades
T Lateaakis de dekaces ot Tecloagne: Aty Maan:, IFEFMFEE, Wauk:
INTRODUCTION :

Fiftr twro strains were previously solated fiom vanous seafood products. Selection crteria were biopreservative abilities (azainst
four target st - Disteria monogiosenes, Staphylbecocus avlosus, Psewdoronas and Servatia Tiguefaciens), psyclrophilic
behavicur [zrowrh at 257 but wot o 30°C) and lactic amid bacteria characteristics [Gram postive, catalase and oxidase negatore].

The objectives of this work were to enlarge the mbubition spectramto 14 target strains relevart for seafood qualiby and saféty, to
select and 1dentifir the most prommising strains and to precise ther miubition mechanisms:
The work was perfooined witin e Do gatd Projses i P (EAFOODphe: paaded b s BT commdrion male 1 condac tn FOODRC I-2004- F065 5%

MATERTALS AND METHODS

—

RESULTS

Inlabiion specirum agaimst 14 target strams
52 LAE draine tested b spotting on ELE agar and donable
laper covering with coft agar cortaining target sraine celected
anongst pathogenic and spoiliys flors of seafood prodacts
Target straihs 1need (ad ronmber of titves they b e
rhibited b orwe of the 52 LAR stramj

Ta.'rget Gram+ siraing (i,
T (R ] e b (340 Senif PEMy
(Y 12 i1
Target Gram- sirams : s
[ (A1 it

(5] . (&L vodi (1Y

Chastering of the 52 LAE baced on sz of inhibiion zme,; by
Whrd's hisrarduical method (sguared Hiclidim dictawe ) allomred
idertification of % ditind gmops (cluter 2 copdaddgg o
nbdhitivg srads thtarere ok frther ko ectizated)

Chaster 7

Chaster 4
Chaster 3

Chaster 5[]
Chastar 2

¥

]

Chaster 1

Clusiers and strains idendificatfion—=i =

PCE amplification of 165-235 rRHA
Itergerdc spacer Tegion and lackic acdd — g

AT gronps were hoonogereons e ept groap 4 were ore isolate did not e
the came profile (PCF and lactic acid corfigmation] than the other isolstes of

the groap.
RS P e e One isolae selecied in each chisier
oy Stradn idertification 3 Leworstor ivaarhistirs 1,4 md 71, 2 Tamoos
‘ APL gallery and 165 tRMA sequaniciiy —— o posciien (chisters 2 and 37, 1 Zactodaa s facfusesis (chister 57, 1
) Cipmoivacteriim . alterfrydtum (chister 6.
Ham W lea of Granct ¢ trane Hmnlea of Gasu- mie Frobabl mildbition
. T T Tuldbakd jontof 7) with mulabakd (oo 7wl RIS DL T 113
Test realized on cell free psse e of cokoay pasreics of coleny
oultre Supematard FOL 1 2 : Cotugs tton
(poteniiil .- Mbubitiie ET0 3 Ctupetifn
aﬂ.‘[".".lt_‘f") : pH adpistmert FT1 3 i Cotnge titen
(aciditye), catalace i E
(bepdrogen pereodde) HTIMT 4 + + Cozugs i rcHbas b1k s m
proteitse  (bacteriocin Flda g 5 7 Colustiion
like corrponmds]). HIr22I7 f : Loy titen
BIT22i2 7 7 Compstien
L ohparie o l:r:t'mhibn.mgmemm romuber of sraine mbdbiked o presence of colovy (bdbition
specmn], 4nd probable mhibition mechaniane detenmined toe cell fv e oalbme apemataed analysis,
CONCLUSION

The method of selection allwared the solation of LAE strams grovnang at cold termperabure, and preserting imteresting mbubitmg
capacties against both Gram positore and Gram negatree, pathogenmic and spollmg strams. The strans selected amomgst the
differert chisters were 1dertrfied and their larze bubition spectium and biopreserrative capactties will be confirned m products.
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Comportement d'une bacteérie lactique
psychrotrophe a différentes tempeératures
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ENVH -ENITIES
INTEODUCTION

La souche de Lackeaoccus sp. EUZ24] a ée tsolee i partn de saumon condityame sous atmosphére modifize. Ele a motze
d’excellentes aptiades i la biopréserration, aummentat 1la duree de e de crevettes décortiquées sous wide ou de sanon fimé et
pemmettant d’mbhiber la cmissance de Listeria monoapio genes et Staphplocosans aureus sy da sanmaon fiams.

Llobjectit’ de ces travwanw est de caractériser le conmportemert de cette souche ertre 0°C et 30°C, et d’iderdiier los mécanianes
molémilaires ntervenart dans sacaparte i s"adapter auw basses temmpérahives.

Profil de crodsrance en inction de s empéraiume
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CONCLUSION

Lasouche Lastocoeous sp EUZ24] présente un comnporternent en fonction de latenpétahive original pour une bacténe lactique :
tempéraure marimale de croissance proche de 30°C, et coissance rmpide 3 basse température, Tne clé de cette adaptation se
tronve pat étre dans les eold-shock protem (TP dort un exemplame a pu e 1dentifié chez faoctrcocas sp. ETE]  Son rdle
exact dans Padaptation an fo1d amsi que la présence d’atres protéines du méme type restert 3 corfizmrer.



Résumé

La biopréservation est une méthode de conservatem aliments qui consiste a
inoculer un produit alimentaire avec des souchebal#éries sélectionnées, de maniere a
inhiber la croissance de microorganismes indésgalitlle est destinée a étre utilisée dans le
cadre de la technologie des barriéres, c'est aatireombinaison avec d'autres méthodes
douces de préservation (réfrigération, emballage stide ou atmosphére modifiée, lumiére
pulsée).

Des bactéries lactiques présentant des capachéstiites ont d'abord été isolées a
partir de produits de la mer. Parmi elles, 52 sesacprésentant toutes des capacités
particulieres de croissance au froid (croissant®°&€ mais pas a 30°C) ont été sélectionnées.
Elles ont ensuite été identifiées par des méthgiemotypiques et moléculaires, ce qui a
permis de mettre en évidence la présence d’espamaent décrites dans les produits de la
mer comme Lactococcus pisciumlLeuconostoc gelidumLactobacillus fuchuensis et
Carnobacterium alterfunditumCes isolats ont été testés contre 14 souchesscfaisant
partie de la flore d'altération ou pathogéne deslyts alimentaires, ce qui a permis de les
regrouper en fonction de leur pouvoir inhibiteuepSgroupes intéressants ont été distingués
et une souche représentative de chaque groupe ehéisie pour la suite des analyses.
L’identification approfondie d'une souche deactococcus pisciumprésentant des
caractéristiques phénotypiques de croissancearlpérature inhabituelles pour cette espece,
a montré qu'’il s’agit d’'une nouvelle espéecel@etococcus.

Des essais de biopréservation ont été réalisédesuproduits de la mer faiblement
préserves : crevettes decortiquées cuites et safuman Des analyses sensorielles ont permis
de montrer que les souches appartenant a l'efpeoenostoc gelidufEU2247 et EU2262)
étaient les plus performantes pour l'allongementladelurée de vie de crevettes cuites
emballées sous vide. Sur le saumon fumé au caatiaar sont les bactéries appartenant a la
nouvelle especd.actococcussp. (EU2229 et EU2241) qui se sont révélées les plus
performantes. Des co-cultures avec des bactéridsogenes Ll(isteria monocytogenes
Staphylococcus aurewet Vibrio cholerag ont aussi été effectuées sur du saumon fumé. La
souche delLactococcussp. EU2241 (non productrice de bactériocine) gésélée plus
efficace que la souche d@&. gelidumEU2247 (productrice de bactériocine) pour inhibes
pathogenes, avec une inhibition atteignant 2 logggaport au témoin non biopréservé.

Les mécanismes d'adaptation au froid de la souak®coccussp. EU2241 ont été
analysés. Ses caractéristiques de croissance @rdéétrminées a différentes températures
allant de 0 a 30°C Cette souche présente une ammss a 0°C (indiquer taux de croissance),
un optimum a 26°C et une absence totale de craissar?29°C ou au-dela . L'analyse du
protéome par électrophorése bidimensionnelle a mdatsurproduction d'une protéine (plus
de 5 fois) lors de la croissance a 5°C par rapgpdat croissance a 26°C. Cette protéine a été
identifiée en temps que protéine de choc froide gfene correspondant a pu étre séquencé.
a révélé des taux d'identité de plus de 80% aveqgémes d'autres protéines de la méme
famille provenant de bactéries lactiques telles duaetococcus lactis Lactobacillus
plantarum ou Enterococcus faeciuntCette protéine a été nommée CspE en raison de sa
ressemblance avec la protéine du méme nom identdieezLc. lactis Il s'agit a notre
connaissance de la premiére mise en évidencesidedeoduction d'une protéine de choc froid
pendant la croissance a température suboptimaleyneubactérie lactique.



Caractérisation de bactéries lactiques psychrotropés en vue de leur utilisation dans la
biopréservation des aliments. Etude physiologiquet enoléculaire des mécanismes
d’adaptation au froid

,,,,,

fonction de leur pouvoir inhibiteur contre 14 baigé appartenant a la flore d'altération ou pathegie
ces produits, dans le but de développer des afiplisaen biopréservation. Elles ont été identifiees
majoritairement commé.euconostoc gelidungt Lactococcus pisciumL’identification approfondie
d’'une souche déc. pisciummontre qu'il s’agit d’'une nouvelle espéce ldactococcusDes analyses
sensorielles ont permis de montrer que 2 souchesrtgmant a I'espete@uconostoc gelidumpermettait

de prolonger la durée de vie de crevettes cuitdsabées sous vide et qu’une souchelLdetococcus
sp. avait le méme effet sur du saumon fumé. Un d&shibition de bactéries pathogénéssieria
monocytogenesStaphylococcus aureust Vibrio cholerag a été effectué sur du saumon fumé. La
souche dé.actococcussp. EU2241 (non productrice de bactériocine) stagtlée plus efficace que la
souche dd.n. gelidumEU2247 (productrice de bactériocine) pour inhibes pathogénes, avec une
inhibition atteignant 2 log par rapport au témoanrbiopréserveé. Les caractéristiques de croissaace
la soucheLactococcussp. EU2241a différentes températures ont montré un optimurardessance a
26°C et aucune croissance a 29°C ou au dessuslysardu protéome a révélé la surproduction d'une
protéine de choc froid lors de la croissance a ¥1Cle gene correspondant a pu étre identifié et
séquenceé. Il s'agit de la premiere mise en éviddada surproduction d'une protéine de choc froid |

de la croissance a température suboptimale poubactérie lactique.

Mots clés : biopréservation, crevettes, saumon fumé, anadgsesorielle, protéine de choc froid,
Lactococcusp. nov. Leuconostoc gelidunpsychrotrophe.

Characterization of psychrotrophic lactic acid baceria for food biopreservation.
Physiologic and molecular study of cold adaptatiomechanisms.

Lactic acid bacteria strains were isolated fromfama products and clustered according to their
inhibiting capacities against 14 food borne spgiliand pathogenic strains in order to develop
applications in biopreservation. Most of the stsawere identified akeuconostoc gelidurand
Lactococcus pisciunDetailed identification of one strain of thactococcus pisciuratrains suggests
that it is a new specie. According to sensory aislgesults, 2 strains belonging to tteconostoc
gelidumspecie were the most efficient for the enhancerotttie shelf life of vacuum packed peeled
and cooked shrimps. Similar results were obtaineccald smoked salmon with one strains of
Lactococcussp. A challenge test against three pathogenic nstrdlisteria monocytogenes
Staphylococcus aureundVibrio cholerag was performed in cold smoked salmon. Tlaetococcus
sp. EU2241 strain (non bacteriocinogenic) enabl@doge efficient inhibition of the pathogens than
the Ln. gelidumEU2247 strain (bacteriocinogenic). The maximumorded inhibition was 2 logs
compared to the uninoculated samples. Growth ctexistics of strainLactococcusp. EU2241 were
determined at different temperatures showed amaptgrowth at 26°C and no growth at 29°C or
above. Proteomic analysis showed a cold shock iprateerproduction during growth at 5°C. The
gene coding for this protein was identified andusgmged. Overproduction of a cold shock protein
during growth at suboptimal temperature has negenlilescribed in a lactic acid bacterium before.

Keywords : biopreservation, shrimps, cold-smoked salmomsa®/ analysis, cold-shock protein,
Lactococcusp. nov. Leuconostoc gelidunpsychrotrophic.



