N
N

N

HAL

open science

Ecologie et diversité des bactéries thermophiles formant
des spores dans les conserves alimentaires

Loic Durand

» To cite this version:

Loic Durand. Ecologie et diversité des bactéries thermophiles formant des spores dans les conserves

alimentaires. Sciences du Vivant [g-bio]. Université Montpellier 2, 2014. Francais. NNT: .

01104210

HAL Id: tel-01104210
https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-01104210
Submitted on 16 Jan 2015

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-01104210
https://hal.archives-ouvertes.fr

=INRA

B

- {lingg SCIENCE & IMPACT
DAVIGN D

" gollgage I
octora c
8 du Languedoc-Roussillon T H E S E

Pour obtenir le grade de
Docteur

INRA - UAPV

Délivré par Université Montpellier II

Préparée au sein de I’école doctorale
« Science des Procédés-Sciences des Aliments »

Et de I'unité mixte de recherche
Sécurité et qualité des produits d’origine végétale,

Spécialité : Biotechnologie, Microbiologie

Présentée par Loic DURAND

Ecologie et diversité des bactéries
thermophiles formant des spores dans les
conserves alimentaires

M. Georges DAUBE Professeur

Mme Monika COTON Maitre de conférences-
HDR
Mme Sabine GALINDO Professeur

UIT)e-

UNIVERSITE MONTPELLIER 2

SCIENCES ET TECHNIQUES BT
<o X g
S5

0’0

Mme Stella PLANCHON  Chef de projet
Mme Fabienne REMIZE Professeur

M. Frédéric CARLIN Directeur de recherche

Soutenance prévue le 18 février 2014 devant le jury composé de

Université de Liege

Université de Bretagne
Occidentale
Université de Montpellier

CTCPA
Université de la Réunion

INRA

Rapporteur

Rapporteur

Examinateur
Examinateur
Directeur de thése

Co-Directeur de
these






%m% /éd//fe/ﬂfd, a m&f/%)/fe& /éamo ma /{z/m////






Remerciements

Remerciements

Je remercie sincerement Georges DAUBE et Monika GRpour avoir accepté d’évaluer le

fruit de trois années de dur labeur ainsi que kesisnembres du jury.

Je souhaite remercier Christian DIVIN d’avoir adéele projet DIVERSITHER qui a donné

naissance a ce fabuleux projet de these.

Je remercie Christophe N'GUYEN THE et Catherine R pour m’avoir accueilli au

sein de l'unité.

J'adresse toute ma reconnaissance a mon direcdbtesge, Fabienne REMIZE, pour m’avoir
encadré et suivi de si pres pendant ces trois ardethése malgré les quelques 8860 kms qui
nous séparaient. Je n'oublierai jamais ce fameux gai, sur les routes Bretonnes, tu m'as
annoncé ton départ pour la Réunion. Nous étionsoénre, il faisait gris, et nous étions
perdus a cause d’'un réseau GPS introuvable. Tu agamoins m’orienter de la meilleure
des facons en me donnant de précieux conseils,agaggant tes connaissances et tes
compétences mais également grace a tes encourageingavers les nombreuses réunions
Skype. Merci de m’avoir accompagné, et méme patfaige, jusqu’au but ultime que je
m’étais fixé le jour ou j'ai déposé ma candidatpeur la thése, I'obtention du grade de

Docteur en Sciences.

Je tiens également a exprimer ma gratitude a mettireoteur de thése Frédéric CARLIN.
Merci pour les connaissances scientifiques que wolasez transmises tout le long de ces
trois années de thése. Que dire de plus d’'une mpeesgui vous présente a tous ses collegues
non pas en tant que thésard, mais en tant que m@tia du monde de boule lyonnaise moins

de 23 ans » ? Une expression symbolique me vibeggrit : boire le calice jusqu’a la lie.

Je voulais remercier particulierement Marie-HéIEBEINEBRETIERE pour son aide
précieuse dans la réalisation des méthodes deaypagas su trouver la force nécessaire dans
les moments pénibles de ta vie pour me guider weesperfection d’interprétation des gels
d’électrophorése. Merci d’avoir pris le temps de mpondre aussi rapidement quand j'en

avais le plus besoin.



Remerciements

Merci également a Stéphane André de la CECAB ponragcueil et sa disponibilité lors de
notre visite dans l'usine de transformation de tégs du Faouét mais également pour avoir

fait le déplacement pour assister a ma soutenamteede.

Sur un air de Michel Delpech, bien connu pour nestiles troupes dans les moments
difficiles, je chante de vive voix pour adressarstanes remerciements a Stella PLANCHON,
le meilleur chef de projet originaire de Lozere geieonnaisse. Un roman ne serait pas de
trop pour narrer les supers moments passer dabpgreau en ta compagnie. Nos discussions
sur la « théorie des poignets », les fous riresagés et bien évidement les heures de travail
passées devant I'écran d’ordinateur sont autamateents inoubliables qui ont fait que cette

thése se soit déroulée dans les meilleures condipiossibles.

Je remercie toute 'unité EMaiRIT'S et son chefpbine pour la bonne humeur quotidienne
et pour toute l'aide qu’ils m’'ont apporté durantsdeois années. Je vais particulierement
remercier Eddy et son humour de premier age, Barlaamamie au grand cceur et Benoit
pour ces exploits tant sportif sur le vélo que essfonnel avec le fabuleux laché de
capillaires au fond du bain-marie.

Un merci particulier a 'ensemble du personnel dOCEA : Sarah pour nos discussions
interminables et les litres de café et thés buarddes pauses, Willy mon « sparring-partner »
dans I'ascension du Mont Ventoux, Eric pour legiparde poker, Virginie pour son aide a la
photocopieuse, Patricia, Géraldine, Elisabeth B$ saublier bien sir Josette, la femme qui

parlait plus vite que sa langue.

Je n'oublie pas de remercier toutes les personee$IRA qui ont contribué au bon
déroulement de cette thése. La joie et la bonneehumui régnaient dans les locaux ont

rendu mes nombreuses visites toujours aussi agseabl

Une grosse pensée a tous mes amis que j'ai conmesaébuts de vie étudiante a Clermont-
Ferrand et qui sont aujourd’hui mes « VP » et «Ml@s plus fidéles. José, Titi, Jeannot,
John, Fred, Coralie, Marylou, grace a vous, meskvemels festifs m’'ont permis de

décompresser et d’éliminer le stress accumulé notwh avec I'aide de Paul qui a toujours

Su nous rassembler en commencant par les soiréealblais.



Remerciements

Enfin je ne remercierai jamais assez les deux paesqui m’ont permis d’arriver a ce stade
de ma vie, Papa et Maman. Merci de m‘avoir donngdssibilité de réaliser mon projet.

Merci d’avoir toujours cru en moi, en mes capaciéand moi je doutais des miennes. Merci
de m’avoir soutenu pendant ces huit années d’étiliftdsien évidemment merci a Cédric et

Fabien, Dise et Beso, mes deux fréres, mes deus amon sang, ma vie.

La meilleure pour la fin, sans doute la plus métgaMathilde Tu as su faire preuve de
patience, tu as réussi a me supporter dans les nieifficiles, a me faire confiance dans les
moments de doute, a me rendre la vie quotidienpuaagréable possible quand bien méme
je ne le méritais pas. Je te remercie infinimentndevoir soutenu et encouragé sans compter.
Merci pour toutes les concessions que tu as fquouar ma réussite, merci d’avoir été la pour

tous les moments difficiles. De tout mon cceur, Merc






Table des matieres

Table des matieres

Fa Y L 1 0] 0] o0 LT PPP PP 1
(@4 =T o 11 (= 00 PRSP 5
Etude DIbliographiqUE ...........eeiiei e 5
1. Qualité microbiologiqUe dES CONSEIVES.. o iiieeieeiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeennnnnes 5
1.1 GENEralitES SUN 18 CONSEIVE ........... o eveeereereeeeeeeeeaaaaaeaaaassssssssnnssnreraeaaaaaeeees 5
3 I I 13 (0] o [ 5
1.1.2 Le procédé de fabriCation ............cccceceviieeieieiiii e e e 7
1.1.3 Les qUAlItES e 1a CONSEIVE ... eeeeeeeeeeeieeiiiiiiiiasss e eeeeeeeaneaanaaeaeaaaees 9
1.1.4 DONNEES ECONOMIGUES .....ceeiiiiiiieeeeeeee e e e e e e e s s sasssnsnneebsaeeeereeeeeeeeeasansnnnnes 11
1.1.5 Méthodologie pour assurer la sécurité desegts.............cccceeeeeiiiieeeeennnnn. 11.
2. Origine des spores dans les produits alimeIstaire. ............ceervveneeeeieiieeeeeee e 14
2.1 CaracCteriStiqUES ES SPOIES.... ... ccceeeeeerrrnniaeeaeeeeeeeaeeereeeeeereernnnn s 14
2.1.1 GENEIAlItES.....ccei i e et eeeeeer et e e e e e e e e e e e e e e s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 14
2.1.2 Sporulation et germinatioN ............cceeeeeeeeeeeeiieeieeeeirrr e e e e rrreeeeeeaes 14
2.1.3 Propriétés et StruCture deS SPOIES ..eeeeeeereerrrriiiiiieeeeeaaeeeiiiiiiiininnieeeeeeeeens 17
2.1.4 TREIMOIESISTANCE .....ccoiiiiiiiiietiiee ettt bbb re e e e e s s e e 20
2.2 Especes bactériennes principalement respondebleon-stabilités ........................ 24
2.2.1Geobacillus stearothermophilus.............coovviririiiiiiii e, 26
o Caractéristiques de CrOISSANCE ........uuuriiereeeiiiiiiiieeeeeeaaaaeeaaasssasnnererreeeeeens 26
L = ] o Lo ] (1 = [ o TR 27
* La thermMOréSIiSTaNCE ........uuuiiiiiiiiiiit et 28
2.2.2Moorella thermMOACETICA. .......uueiiiiiiiiiiiiceee e 29
o Caractéristiques de CrOISSANCE ........uuuurrreeeeiiiiriiiiieeeeaeeaaeasa s sasnnnerrreeeeeeens 30
L - Y o T ] (1] =4[ o 30
* ThEIrMOIESISTANCE.......cci i e e e e 31
2.3 L'écologie microbienne des bactéries formastsjmres sur les lignes de production
................................................................................................................................ 31
3. Les outils de biologie moléculaire pour I'étudiela diversite.........ccccveeeeeeeiiiiiii e 33
I 1= T = 1] (=2 OO PPPPPPPPPPRPPPPR 33
3.2 Les méthodes basées sur I'analyse des prefitsigration des fragments d’ADN.. 35
3.2.1 Electrophorése sur Gel en Champ Pulsé (PEGE)..........ccccceevvvviviviieeenn. 35
L o €] 0T oL TSRS 35
* Avantages et INCONVENIENES ..........uuuiiieiiiiieiiiiiiieieeee e e e e e e e e e s s sssnnreeeeee s 37
LAY o] o] o= [0 1 37
3.2.2 Polymorphisme de longueur des fragmentsstdagon (RFLP) .........cccccc...... 38
L o €] 0T oL TSRS 38
o Avantages et iNCONVENIENTS .........uuuuiieeeeeeeeeeeeeeeieiiiss e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeees 40
LAY o] o] o= 1o 1 40
3.2.3 Amplification aléatoire d’ADN polymorphe (RBP...........cccccvvviviiiiiiieeeeeeenn. 40
L = 1 T 0T 40
o Avantages et iNCONVENIENTS .........uuuuiieeeeeeeieeieeeeiiiiiers e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeneees 42
© APPICALIONS ... 42
B2 4 TEP-PCR e 43
L = T 0T 43
o Avantages et INCONVENIENES .........uuuuiiiiiiiiieiiiiiiieieeee e e e e e e e e e s s s sssnenereeeeee s 44
© APPICALIONS ... 45
3.2.5 Analyse de plusieurs [0Ci VNTR (MLVA) oeeeieeeeeiiiicieieee e eeeeeeaaeeens 45,

L o €] 0T oL TSRS 45



Table des matieres

o Avantages et iNCONVENIENTS .........uuuuuiieeeeeeeieeeeeeeiiiiirr e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeees 46
LAY o] o] o= 1o 1 a7
3.2.6 Amplification des fragments issus de restncenzymatique (AFLP) ............. 48
L T TS 48
o Avantages et iNCONVENIENTS .........uuuuiieeeeeeeieeeeeeeiiiiirs e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeneees 50
© APPICALIONS ... 50
3.3 Les méthodes basées sur le séquencage des.genes.......cccvvvvveeeereeeereeeeeeennss 51
3.3.1 Typage a partir de génes portés par plusiecirgMLST) ...........covvvvvciiennnnnnn. 51
L o €] 0T o1 51
o Avantages et iNCONVENIENTS .........uuuuiiieeeeeeeieeeeeeeiiiiirr e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeneees 51
LAY o] o] o= 1o 1 1 R 52
3.3.2 Séquencage de régions intergéniques (MST)........ccceeveveeiiiiiiinnvriirinenee. 52
L = 1 T o1 52
o Avantages et iNCONVENIENTS .........uuuuiiieeeeeeeieeeeeeeiiiirr e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeees 53
© APPICALIONS ... 53
3.4 Les méthodes basées sur 'nybridation ADN e ..vvvveeeieiiiiiiiiiiieeeeeeeeiieeceeeee 54
3.4.1 Hybridation ADN-ADN .......uuiiiiiiiiieeceeeeee s e e e e e e e e e e e aeeeeneees 54
L o €] 0T oL 54
o Avantages et iNCONVENIENTS .........uuuuuiieeeeeeeeeeieeeeiiiiirn e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeneees 55
LAY o] o] o= 1[0 1 S 55
3.4.2 Hybridation Sur puCeS ADN ..........uuuuceaeriieieiiiiiiiirnra e e e e e eeeeeeeeeees 55
L 1T T 55
o Avantages et iNCONVENIENTS .........uuuuiieeeeeeeeeeieeeeiiieiirs e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeneees 56
LY o] o] o= 1[0 o PSP URPT SRR 56
(O F=T o] 11 (= O PPTTRPRUPR 57
Materiel €f MELNOUES..........oi it e e e e e e e e e e s 57
1.1 Les souches et les conditions de CUUIES e .vvvvveeeiiiiiiiiiiiiiei e 57
1.1.1Geobacillus stearothermophilus..........cccooeiiiieiiiiiiieee e 57
1.1.2Moorella thermoacetica/thermoautotrophica................evvvieiiiiiiiiinieeeeeeeenn. 57
1.2 Protocoles d’extraction d’ADN gE€NOMIQUE .......uvvuruiiiieeeeeeeeeeeeereeeeinneenne e 58
1.2.1 Extraction d’ADN par la méthode InstaGene™..........ccccccvveeieeeiiiiiiiiiiiiies 58
1.2.2 Extraction d’ADN par la méthode au phénobicblorme...............ccceevvevvennnns 59
1.3 TYPAQE MOIECUIAINE .....uevviiiiiiiiiii et ee e e e e e e e e 59
1.3.1 La MEthOde ML3-PCR .......cuuiiiiiiiiimmmmmnceeeeeeeeeee e e e e e e e e s s sssiissvseeeeee e s 59
1.3.2 La Méthode REP-PCR..........uuiiiiiiieecceeniiiiieiereeee e eneeee e 60
1.3.3 La meéthode MLVA ...t e e 61
1.3.4 Séquencage du gene PaNC.......cccueueiiiiiiiiiiieee e 61
1.4 Caractérisation pRENOLYPIQUE ........eeveeeieeeiiiiiiiiie e e e e e e e s 62
1.4.1 Croissance a différents pH et TEMPErature ..........uvvvveeeeiiiieieieeeeeeeiiiiiianad 62
o G. stearothermophilus............ooovrreiiii e 62
* M. thermoacetica/thermoautotrophiCa...............ueuiiiiiiiereeiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeieee 63
1.4.2 Croissance a différentes concentrations bgwke de sodium ..............cceveeeee. 63
1.4.3 Résistance auxX antiDIOtIQUES .........oummmmmecernsnnnnsseeeeeeeeseerreeerernnnnsnnmnnnneannnn 63
1.4.4 Sporulation et thermMOréSiSLANCE ... s eeeeeiiiiiiiiiiiieieeieerreee e e e eeeeeeeees 64
1.5 Etude de I'écologie microbienne d’une ligngpdeduction industrielle................... 64
1.5.1 EChantillonnNage .......ccoooiiiiiiiiiiieieeiiee et 64
1.5.2 Préparation des échantillons pour I'analys®ahiologique.............cccccceeeennnn.. 66

1.5.3 Dénombrement des spores anaérobies «oceee.vviviiiiiiiiiiiiiiid 66



Table des matieres

1.5.4 Prévalence d&. stearothermophilus, M. thermoacetica/thermoaofaicaet
ThermoanaeroDACEITUIBIIP. . ...uuuuu e e e e e eeeeeeeeiteesmmmmm e e et e e e e e eebenabaa e e e eeeas 67
Chapitre 3

.......................................................................................................................... 69
1. Etude de la diversité génétique et phénotypip@eobacillus stearothermophilus
responsable d’alteration dES CONSEIVES ... . raeieeeeeeeereterieeeeiiinnnnnaaeneeeeas 69

1.1 Objectifs et choix MEthOdOIOGIQUES ... ccummmmreeeeeeeeeeeeeieeieeecciiiiiiee e e e e e 69
3 ] Tor] o T LU Dl (=TT U = 70
2. Article 1: Genotypic and phenotypic charactdraraof foodborneGeobacillus
StearothermMOPRIlUS.........ooveeee e e e e 73
FZ N 013 1 - T SRR 73
P2 [ o1 o T (U Tox1 o] o NP PPPPTPPPPPPPP 74
2.3 Materials and Methods ...........uuueiieiiieee e 75
2.3.1 Strains and culture CONAItIONS ..o 75
2.3.2 Genetic group and QIVEISITY ..........emeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeiiiiiiiee s eeeeee s 76
® DINA EXITACTION ..ttt ee ettt re e e e e 76
® MLB-PCR..ceiiiiiiiiiiie et ettt e e e e e e e e e 76
® REP-PCR @NAIYSIS ....cciiiiiiiiiiiiiiies s s ettt s e e e e e e e e e eeaeeeeessseeeeneeessnes 77
0 1= 1 [OFRST=To U T=] ool [ Lo TR 77
* Electrophoresis and data analySiS........cccccccceeeeiiiieeeeeeeeeececeee s 78
2.3.3 GIOWLEN STUIES....ciiiiiiiiiiiiee e 78
» Growth at different temperatures and pPH.......c.coooiiiiiiiiiiiiiiii e, 78
» Growth at different sodium chloride concentrations..............ccccvviiiieieeeeennnnnn. 79
2.3.4 Spore production and evaluation of spore fesggtance .............cccccccceeeeeeeennn. 79
« Spore production and percentage of sporulation..............ccceeeevviviiiiieeeeeennnnnn. 79
» Spore heat resistance and curve fitting with nratitecal models....................... 80
2.3.5 Statistical @analySIS .......ccoeiiiiii e 81
2.4 ReSUItS aNd diSCUSSION.......uuuueiiiie ettt e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeenens 81
2.4.1 Genetic diversity db. stearothermophilustrains examined with M13-PCR,
REP-PCR and panC SEQUENCING ........uiiie ettt e e e e e eeeeeeeas 81
2.4.2 Growth of selecte@. stearothermophilustrains at a range of temperature, pH
and NaCl concentrations and rates of sporulatiQn.............cccooveeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieed 85
2.4.3 Heat-resistance of selectedstearothermophilustrains..............cccccevvvvvvnnnnns 88
2.4.4 Relationship between genotypic group ancisabrigin or phenotypic diversity
............................................................................................................................ 91
Pl 0] g [od (1] o] £ PRRPRPPP 91
L@ =T o] 11 (= PRSP 97
1. Etude de la diversité génétique et phénotypitpidoorella
thermoacetica/thermoautotrophigsolées des conserves non-stables....................... 97
1.1 Objectifs et choix MEthOdOIOGIQUES ... .ccummmmreeeeeeeeeeeeeieeieieeciiiiiveeeeeee e e e e s 97
O ] Tor] o T LU Dl (=TT U = 98
2. Article 2: New insights in the physiology of thighly heat resistant spore forming
bacteriaMoorella thermoacetica / thermoautotrophicevolved in spoilage of canned
(00 L0 LSOO PPPPURPPPTRRN 99
pZ N o111 = T ST PPPPPPPPP 99
2.2 INTFOAUCTION ...t e e e e e e e e e e e eeees 100
2.3 Material and MEthOUS .........coooii it e 101
2.3.1 Strains and culture CONItIONS .......cccemmeuuiiiiiiniie e 101
2.3.2 GENELIC STUAY ....cceeeeiieeeeeeeeiei it emmmcme et s e s e e e e e e e e e e e e e eeaeeeeneeeeeeennnnnes 104
* M13-PCR typing Method ..........ouuuuiiiiii e 104

* MLVA typing method



Table des matieres

2.3.3 PhenOtyPIC STUAY .....uuueeiiiei e s e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeneeeeenennes 107
» Growth at different temperatures and PH ... 107
o ANtIDIOLIC rESISTANCE ... 108
» Spore production and heat reSIStaNCe .....cccccceeeeeeeeeieeeeeeiiiiciirr e e e 108
2.3.4 Statistical @aNalYSIS ......ccoiieiii e 108
2.4 RESUILS ...ttt a e e e e e 109
2.4.1 Molecular typing Of ISOIALES ..........commmeeeeeeeeeeeeeiiiiirrr e e e e e e e areeeeeaaes 109
* M13-PCR typing rESUILS .....ccoeiiiiiiiiie ettt mnnanees 109
* MLVA tYPING FESUILS ...t eeeee e e e e e a e e 111
2.4.2 Phenotypic characterization of iSOlateS .coaa.....vvvvvviiiiiiiieiieeeeceeeeeeeeeiieees 112
* Temperature and pH range for growth ... 112
* ANIDIOLIC FESISTANCE ...ttt ieeeeee ettt e e 114
* SPOre heat rESISTANCE ......ciii i i i e e et s e e e e e e e e e e e e e e e eeeeaeeeeennnnnnsnnnnes 115
2.5 DISCUSSION ...cvvtteiiiiiae e e e e e e e e e e e ettt s e e s e e e e e e e e e e e e e eeeeeabbaaa e s eeeean s e e e e e e e eeaaaeeeees 116
(O T o] 11 (= PSP 121
1. Les voies de contamination des bactéries form@sspores sur une ligne de production
de légumes dans une CONSEIVErE frANGAISE cmmmmmmreeeeeeeeeriiiiiiiiieee e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeee 121
1.1 Objectifs et MEthOdOIOGIE ........uvviiiiiiiiiiiiiiie e e 121
O e ] Tor ] o T LU D (=TT U = 121
2. Article 3: Contamination pathways of spore-fanmbacteria in a vegetable cannery. 123
P2 N o111 = T TS TPPRPPPP 123
P22 | 11 {0 To ¥ Tod 1 o] o NSRRI 124
2.3 Material and MEthOOS .........coooiiiiii s e 125
2.3.1 SAMPIING ..o e 125
2.3.2 Sample preparation for microbiological aniglys.............cccccceevvvvviivieiiinnns 281
2.3.3 ANGEIODIC SPOrE COUNTS ...uuiiiiieiee ettt e e e e e eeeeee e 129
2.3.4 Prevalence @eobacillus stearothermophilus, Moorella thermoarzet
thermoautotrophicand Thermoanaerobacteriumspp........ccoovvvvevieviiiiiiiiiiieeennn 129
2.3.5G. stearothermophiluM13-PCR typing .......ccoovviiiiieiiiiiiiiemmmme e 130
2.3.6 Statistical ANaAlIYSES........uuuiiii e 131
24 RESUILS ..o e e 131
2.4.1 Enumeration of thermophilic anaerobic sp¢fésS) and highly-heat-resistant
(HHR) T A S ettt ettt e et et e e e e e e e e e e e e s srnnr e e e eeeeeaeeas 131
2.4.2 Temperature measurement along the procesisag...............cccoeevvvvvvvnnnnnnnn. 134
2.4.3 Prevalence &fl. thermoacetica/thermoautotrophica, Thermoanaeobd@um
spp.andG. stearothermophilus..........ooooo oo 135
2.4.4 Analysis of the diversity amoy stearothermophilusolates with M13-PCR
.......................................................................................................................... 137
2.5 DISCUSSION ...ttt ettt et e e e e e e e e e e e e e e s s s e s e e brr e e ee e e e e e eeeaeeeaaannns 140
(O F=T o] 11 € TR RPPPTRPRPPTN 147
DISCUSSION GENETAIE ......c.ccc i ceeeeee e e e e e e e e e e et et a e s e e e e e eeaaeeeees 147
Références bibliographiQUES ........ooiviieiiiiiiee e 153

Valorisation du travail de thESE ......c. e 181



Avant propos

Avant propos

es aliments en conserves sont définis comme le®eemlimentaires périssables

dont la conservation est assurée par un procédéiastle conditionnement dans

un récipient étanche a I'eau et aux microorganisan@s qu’un traitement par la
chaleur afin qu’ils demeurent stables a températumbiante. Les DLUO (Dates Limite
d’'Utilisation Optimale) proposées pour ce type dedpits peuvent ainsi atteindre plusieurs
années. Cette conservation de longue durée, assaci@ préservation des qualités de
I'aliment, est I'aboutissement de la recherche netdgique sur les matériaux d’emballages,
et sur les traitements thermiques. Ces dernieragitegnt la cuisson, mais aussi et surtout, la
destruction ou l'inhibition de tout microorganismei serait capable de se développer dans le
produit fini. Alors que les cellules végétativesniswapidement détruites par la chaleur,
I'inactivation des spores bactériennes nécessite tdetements d’intensité plus forte. La
bactérie formant des spores et hautement pathoGérstridium botulinumsert ainsi de
référence internationale depuis prés d’'un siécher pes produits non acides pour garantir
I'objectif de sécurité sanitaire des produits (Estyl Meyer, 1922). Aujourd’hui, les valeurs
stérilisatrices (VS) ciblées par les conserveunst shoisies sur la base de la stabilité du
produit fini. Leur détermination prend en compte taractéristiques physico-chimiques des
aliments, la charge initiale des contaminants nbieness avant traitement thermique et la
thermorésistance de ces microorganismes (Figu(€TEPA, 2005; Hornstrat al, 2009).
Ce choix de VS va bien au-dela de I'objectif deségurité sanitaire des produits, et jusqu’a
des considérations commerciales, car les prod@tslaivent pas présenter de risque de
développement de microorganismes, méme non pathsgehy compris lors de stockages
prolongés a température plus élevée (jusqu’a 55°C).
Dans le cadre du contr6le qualité réalisé parméeprises, des tests de stabilité des conserves
sont effectués afin de détecter une modificationpdaduit d’origine microbiologique. En
support de ces contrdles qualité, le Centre Teclenide la Conservation des Produits
Agricoles (CTCPA) méne des projets de recherchieatds aux services des industriels du
secteur des aliments appertisés. Le CTCPA, Cendhniique Industriel qualifié Institut
technique agro-industriel (ITAI) par le Ministere tlagriculture, est régi par le code de la
Recherche (articles L342-1 a L342-13). A ce tittegalise des missions d’intérét général
grace a la taxe fiscale affectée versée par lescéaiis francais de produits en conserve et
déshydratés. Ces missions se traduisent par lpation et la participation aux évolutions
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technologiques intéressant la profession en memhestprogrammes de recherche collective
choisis par les professionnels, et soutenus parptes/oirs publics. Chaque année, les
entreprises ressortissant du CTCPA sont sollicitéfes de préparer le programme de
recherche collective. En microbiologie, les rechesc portent sur les microorganismes
responsables de non-stabilité des conserves etlesurméthodes de détection et de
guantification des bactéries et des spores resplassades non-stabilités. Ainsi, depuis de

nombreuses années, le CTCPA meéne des travauxsshadeéries thermophiles formant des

spores.
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Figure 1 : Les facteurs liés a l'instabilité des awserves (Rapport privé du CTCPA, 2010)
Avant le traitement, deux facteurs vont influer &usstabilité de la conserve : le nombre de baeténtrant et
leur résistance a la chaleur. Pendant la stéidisatla quantité de spores restante va dépendrdade
thermorésistance des bactéries dans le milieu. Rapeoduit appertisé, la stabilité va dépendrdadeapacité

des spores de bactéries a germer puis se déveldapgie milieu de recouvrement.

Les bactéries thermophiles sont reconnues de lodgteecomme la cause majeure des
non-stabilités des conserves (Ashton and Bern&@R;1Denny and Corlett, 1992; Olson and
Sorrells, 1992). Le trio constitué par les deux éaobies Moorella thermoacetica

(anciennemenClostridium thermoaceticu)ret Thermoanaerobacteriurapp. (anciennement
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Clostridium thermosaccharolyticurat autres espéces thermophiles du genre) et baéro
anaérobie facultative Geobacillus stearothermophilus (anciennement Bacillus
stearothermophilysest majoritairement responsable des cas de mtiligt a 55°C (Ashton
and Bernard, 1992; Dotzauet al, 2002; Carlier and Bedora-Faure, 2006; Caréeral,
2006; Andréet al, 2013). Les autres espéces bactériennes therrasphiponsables de non-
stabilité comprennent Bacillus coagulans Bacillus licheniformis et Clostridium
thermobutyricum/thermopalmariuifreig and Stersky, 1981; Rasb al, 1995). Une étude
menée sur une période de 10 ans a permis de deegrhinccurrence relative des bactéries
thermophiles causant les non-stabilités a 55°Ctyyae d’aliment (Andréet al, 2013). La
non-stabilité des conserves peut étre reliée Ba(ipmentation de la population initiale de
spores thermorésistantes, (i) a 'augmentationladéhermorésistance des populations de
spores présentes avant traitement thermiquej)ed (& capacité des bactéries a se développer
dans l'aliment (Figure 1). Plus directement, cesaci&res sont dépendants des espeéces
bactériennes présentes avant traitement thermiqualee la diversité des caractéeres
phénotypiques au sein de chaque espéce.

Afin de répondre aux attentes des industriels, tojep de recherche a été initié par le
CTCPA en partenariat avec l'unité de microbiolog@l INRA d’Avignon, UMR Sécurité et
Qualité des Produits d'Origine Végétale (SQPOV).tt€dahese CIFRE (soutenue par
I’Association Nationale de la Recherche et de lahfielogie) a pour but de caractériser au
plan génétique et physiologique des bactéries thehnites formant des spores
thermorésistantes. Pour cela, le projet de recheesth axé d’'une part sur I'acquisition de
connaissances sur la physiologie et la diversitétigue d’isolats industriels disponibles dans
la collection du CTCPA appartenant aux deux espdoamant des spores hautement
thermorésistantes les plus fréquente&edbacillus starothermophiluset Moorella
thermoacetica/thermoautotrophicaet d’autre part sur la détermination des flux de
contamination et de la caractérisation de I'écaodgs bactéries thermophiles formant des

spores sur une ligne de production en conserverléglimes.
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Chapitre 1 Etude bibliographique

Chapitre 1

Etude bibliographique
1. Qualité microbiologique des conserves

1.1 Généralités sur la conserve

1.1.1Historique

La fabrication de conserves alimentaires est umgu® industriel qui a vu le jour en
1795. Son inventeur, Nicolas Appert, né le 17 ndweni749 a Chalons-en-Champagne, était
alors confiseur a Paris lorsqu’il réalisa gu’ilief@ossible de conserver des aliments de fagon
quasi indéfiniment en les faisant chauffer a 1008@ns des récipients en verre
hermétiguement clos en un temps donné. Testéeapdatine francaise, la conserve fut un
franc succes. En effet, le scorbut, fléau qui dadijusque-la les marins privés de vitamine
C, disparut alors. Soucieux d’améliorer le quotidie la population plutét que de s’enrichir,
Nicolas Appert ne songea pas a breveter son imentNéanmoins, il obtient du
gouvernement impérial une bourse pour son procaokensel de conservation a la condition
qgu’il publie le fruit de ses découvertes. Son ogerantitulé :L’art de conserver pendant
plusieurs années toutes les substances animalesgétaleqAppert, 1810) (Figure 2) a été
traduit puis publié dans de nombreux pays telsld@llemagne, I'/Angleterre, la Belgique et
les Etats-Unis. Découverte en France, I'appertsasi’est tres rapidement étendue et a été
exploitée dans le monde entier au courxf siécle. Pierre Durand, un Francais émigré au
Royaume-Uni jugea le verre trop fragile et lourgoefconisa ainsi d’utiliser des emballages
en fer étamé appelés aujourd’hui, fer-blanc. Laebeh métal a trés rapidement remplacé les
contenants en verre. A partir de la, les alimergpegtisés ont pu se conserver quasi
indéfiniment et étre transportés sans risque dsecdsappertisation associée a la boite de
métal devient a cette époque la solution d’aveaurg'essor de la conserverie. Aujourd’hui,
par décret francais, sont considérées comme caseries denrées alimentaires, d’origine
animale ou végétale périssable, dont la conservash assurée par un procédé associant le
conditionnement dans un récipient étanche auxdegjiaux gaz et aux microorganismes, a
toute température inférieure a 55°C et un traitenpar la chaleur » (Décret, n°55-241

(1955)).
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Figure 2: Nicolas Appert, L’art de conserver pendant plusieurs années toutles
substances animales et vegétafesvw.azal.fr).

Cette illustration a été imprimée sur un timbrela@oste francaise en 1955 a l'effigie de Nicolgpéq. Elle

témoigne de I'importance de ce personnage frameadu célebre par son invention : la conserve alfaie

Les techniques de fabrication ont progressé paurasplus de sécurité et une meilleure
productivité avec également I'apparition de nouweaatériaux qui ont permis a la boite de
conserve de poursuivre son évolution. Ainsi, I'allniomm et I'acier sans étain ont fait leur
apparition dans les années 1970-1980 permettashéveloppement de nouvelles formes de
boite et I'élaboration d’ouvertures faciles. Longpes considérée par certains comme un
emballage basique et bas de gamme, la boite dersensn métal n'a cessé au contraire de
démontrer sa modernité. La conserve a suivi soor &ss adoptant de nouveaux emballages
appertisables tels que les barquettes et bolsastiquies, operculés et micro-ondables ainsi
gue les sachets souples tels que les Doypacks®anudiliorent la praticité pour les
consommateurs. Enfin, les avancées technologiqnéspermis d’élaborer de nouveaux
procédés de traitement en continu du produit erarggurs, associés au conditionnement
aseptique, principalement appliquées aux liquidémeataires (surtout potages) avec
I'émergence des emballages aseptiques en compiares/alu/PE de type Combiblock® ou
Tetra Pak®.
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1.1.2Le procédé de fabrication

La conserve, dont la qualité premiére est d’asslaeconservation des aliments, a
d’autres avantages. Parmi ceux-ci, le souci dedichHeur des aliments nécessite que les
conserveries se trouvent le plus souvent sur ées lde production : prés des champs et des
vergers pour les fruits et léegumes et dans lesgaotir le poisson. Pour garder la fraicheur
des matieres premiéeres, le procédé d’appertisateffectue de facon trés rapide et se déroule
en plusieurs étapes. Un exemple de diagramme diedtbn est présenté Figure 3. Pour les
légumes, le chargement arrivé a l'usine est peéaitdtobjet d’'une prise d’échantillons qui
est analysée pour déterminer la qualité du prodies matieres jugées conformes sont
acheminées sur les lignes de fabrication poureyrétttoyees. Les légumes sont calibrés pour
déterminer leur catégorie puis sont immergés qeslquinutes dans de I'eau bouillante ou
dans un bain de vapeur pour fixer la couleur, dégkes tissus végétaux, stabiliser la masse
(pour le respect du futur Poids Net Egoutté), dedrcertaines enzymes qui pourraient altérer
le produit avant la conservation et enfin élimitesr microorganismes sensibles a la chaleur :
c’est I'étape du blanchiment. Les produits sontudgaspesés et conditionnés dans les boites
ou bocaux de différents formats. Pour compléteeteplissage des conserves de légumes, de
'eau salée ou un jus cuisiné (parfois sucré) @mité& par débordement ou bien avec une
juteuse sous vide (Figure 4). Enfin, la fermetuge dmballages métalliques est assurée par le
sertissage des couvercles, et celle des bocauxcgmsulage, méthodes qui offrent une
étanchéité totale (Figure 5). Ces derniéres sostiiEnplacées dans un stérilisateur ou un
autoclave et soumises a des températures supériaui®0°C, sous pression, pendant un
temps précis. Ce procédé permet a la fois de tesr@liments et de détruire la plupart des
microorganismes ainsi que la plupart des toxinegpqurraient étre présentes. Les conserves

sont alors stockées dans de grands entrepotsesait d'étre expédiées vers les magasins.
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Figure 3 : Diagramme de production d’une ligne appedisée de petit pois en emballage
métallique (GBPH, 1999)
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Figure 4 : Exemple d’une juteuse rotative sous vidévww.stvmachinery.it)

Figure 5 : Profil de sertis (photographie réaliséau CTCPA)

1.1.3Les qualités de la conserve

La boite métallique préserve le golt du produitdaenm toute la durée de conservation et
respecte parfaitement la saveur des recettes. dhburertains considerent que la nature
industrielle du procédé serait antinomique avemd@e de fraicheur et de l'authenticité
associée au « naturel ». Or, le procédé de l'ajgpédn préserve en effet en tout point
I'authenticité du produit grace a I'absence d’adkliet de conservateurs. Par définition, il

n'est besoin d’aucun produit conservateur dan®iteserve. Le procédé d’'appertisation suffit




Chapitre 1 Etude bibliographique

a stabiliser le contenu. La conserve respecte (& de la denrée originelle et préserve la
couleur des aliments en raison de la non-transfiomale la matiére premiere en amont, y
compris pour les plats cuisinés. De plus, la ragidie traitement permet de conserver au
produit un pourcentage élevé de ses qualités guesaet nutritionnelles initiales. En effet,
I'appertisation ne modifie en rien la teneur ent@irees, lipides et glucides des aliments.
Concernant la préservation des vitamines, deglogi de I'invention du procédé, le constat
est sans équivoque puisque les marins nourrislagemnserves échappent au scorbut grace a
un apport suffisant de vitamine C. Certaines vitasi sont hydrosolubles telles que la
vitamine C et les vitamines du groupes B. Une pa# retrouve donc dans I'eau de la boite
de conserve qu'il est fortement conseillé de comsemen l'intégrant aux préparations
culinaires. En moyenne, les vitamines sont pregsng 70% dans les produits appertisés
tandis que les produits du marché en perdent &iatre et 47% lors de la cuisson ménagere.
Les omégas 3, qui sont depuis quelgues annéesnnaigamt dans le traitement des maladies
cardio-vasculaires, résistent bien, eux aussgppkrtisation (ADEPALE, 2011b).

La conserve permet de s’affranchir du rythme desosa et, plus largement, de lisser les
écarts entre les bonnes et les mauvaises récdltgsurd’hui, le principe méme de la
conserve permet a chacun de disposer a tout maegorioduit de la nature, de la culture, de
I'élevage et de la péche. D’ailleurs, le Programmadonal nutrition santé (PNNS, 2011),
développé par le ministere de la Santé depuis 206ite les Francais a inclure plus de fruits
et de légumes dans leur alimentation quotidienrepe@dant, 'un des freins constatés a
'augmentation de cette consommation est le prvéldes fruits et Iégumes frais et d’'une
durée de conservation courte. Ainsi, les recommémadu PNNS se veulent explicites et
donnent une dimension qualitative sur les « au mbiffruits et légumes par jour » qui sont
alors accompagnées de la mention « frais, en comser surgelé ». Les guides et fiches du
PNNS rappellent que les fruits et léegumes en copsen surgelés sont souvent moins chers
et ont aussi d’excellentes qualités nutritionnell2s la méme facon, lorsque le PNNS incite a
essayer de manger du poisson au moins deux fosepaaine, il rappelle que cet apport peut
se faire via les poissons frais, surgelés ou esawe, rappelant que ces derniéres formes
sont moins cheres et possedent les mémes qualitésonnelles que le poisson frais. Dans
ce contexte, les produits en conserve se réveieptétieux partenaires pour la bonne gestion
de I'équilibre alimentaire d’'un grand nombre de rig@s. L'innovation permanente de
diversité de recettes, de formats d’emballage etalmde facilité d'usage ainsi que les
qualités nutritionnelles expliquent qu’aujourd’h®®,7% des foyers francais achétent des

conserves et qu’ils en consomment 50 kg par hatsteague année.

——
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1.1.4Données économiques

En 2012, la filiere des Iégumes en conserve encEraeprésente 20 organisations de
producteurs pour 29 sites de transformations. lfue de légumes destinés a l'industrie est
étendue sur 75 000 ha pour une production anndel@&millions de tonnes. Le marché de la
conserve genere en France un chiffre d’affairesiepenne de 5,2 milliards d’euros. Le poids
economique de la conserve est indissociable dpaiois social. Les conservateurs emploient
environ 15 000 personnes en France (UNILET, 2(RRjs de 3 milliards de boites métallique
pour l'alimentation humaine sont produites en Feamorrespondant a 2,3 millions de

produits appertisés qui sont consommeés chaque dADEPALE, 2011a).

1.1.5Méthodologie pour assurer la sécurité des aliments

Les traitements thermiques appliqués sur les ceesgrermettent d’éliminer la plupart
des microorganismes présents dans lI'emballage aVampertisation. Les barémes de
stérilisation tiennent compte de plusieurs paragsefFellow, 1996; Zubest al, 2008) pour
définir la VS (valeur stérilisatrice) appliqguée minimum « a coeur » du produit. Cette valeur
représente une intensité de traitement thermiqueul®u et s’exprime en minutes sur une
échelle internationale. Elle est calculée commeamps théorique équivalent de chauffage
d'un produit a une température constante de ré&éram intégrant la durée des différentes
phases comportant montée en température, plateafratissement, nécessaire pour réduire
la charge microbienne dans les proportions vouluagempeérature dont il faut tenir compte
dans tous ces calculs est la température « a cas produits. Cela suppose l'introduction
de sondes a l'intérieur des produits traités ledadmise au point et de la validation des
barémes. Les sondes actuelles comportent des smneegs en continu des couples
temps/température, dont le traitement informatiquoane par calcul la Valeur Stérilisatrice
(ou Fo). La température de référence pour le tadleda valeur stérilisatrice est de 121,1°C
et le facteur z, qui correspond a la variation elmgérature entrainant une variation de la
durée de réduction décimale (D) de la populatiamdacteur 10, prend la valeur 10°C. La
valeur stérilisatrice représente donc le tempsrihée de chauffage a cette température pour
I'élimination des bactéries de référence et deslepores. En conserverie de légun@s,
stearothermophilusest souvent choisie comme la bactérie de référédoeument interne
CTCPA). La VS calculée pour cette bactérie estisarfiment élevée pour détruire en théorie
toutes les autres especes présentes dans le pyodoinpris les spores dé. botulinum

protéolytiques. Par ailleurs, le pH d'un produatteneur en sel, sa teneur en matieres grasses,

——
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son activité de I'eaua() sont autant de facteurs qui vont influer surhlermorésistance des
spores et leur capacité a se développer dans &atinPar exemple, la spore @ebotulinum
est incapable de germer a des pH inférieurs ouxé@db (Peclet al, 2011).

Pour s’assurer que les aliments commercialisés sams et surs, les industriels
effectuent sur les conserves des tests de stab#ibé chaque lot de fabrication. Cette
vérification de l'efficacité du traitement thermigest réalisée par le biais d’'une épreuve
d’'incubation réglementée couramment appelé «clentd@ la stabilité ». Cette méthode
consiste a incuber plusieurs conserves du méma ties températures différentes et a des
durées plus ou moins longues en fonction de lareatu produit, de la réglementation et de la
méthode appliquée. En France, le contréle de laliséaest généralement effectué en routine
selon la norme NF V08-408 (AFNOR, 1997b) qui est wimplification de la norme de
référence NF V08-401 (AFNOR, 1997a). Les teststaleilgé par incubation sont réalisés sur
les produits peu acides (pH > 4,5) pendant 7 jaud3°C et pendant 7 jours a 55°C, afin de
détecter des modifications du produit par altératitorigine microbienne (AFNOR, 1997b).
Le test de stabilité a 37°C est imposeé par la ragigation francaise pour valider I'absence de
développement de microorganismes mesophiles realgs dans les produits. Cette
référence vient de la capacité @ebotulinuma se développer dans ces conditions. La non-
conformité a ce test entraine la destruction duclmicerné car le risque pathogéne est
potentiellement présent. Cette réglementation rwependant pas la méme dans tous les pays
(Table 1). Le test d’'incubation a 35°C ou 37°Cwesversellement reconnu pour le controle
de la stabilité des conserves appertisées.

En complément du test libératoire de stabilité 8C37la validation de la stabilité
biologique a 55°C, qui n'est pas exigible régleragrtnent, est tres largement utilisée
comme indicateur global d’hygiene des procédés lgar conserveries. Par ailleurs
I'exportation de conserves (transport par bateays gle destination a climat tropical, etc..),
ou le stockage en période estivale, expose leseomes a des températures de stockage
élevées. Il convient donc de s’assurer de leurilgéalen pratiguant dans ce cas le test de
stabilité a 55°C pour mettre en évidence I'absaleceroissance de microorganismes sporulés
thermophiles.

La présence des spores dans les conserves alimenégit un réel probléme pour les
industriels lorsque ces dernieres sont activéese aetéveloppent dans le produit. Ainsi, des
connaissances sur les spores et leurs origine®rsiay étre indispensables pour mieux

maitriser leur contamination dans les alimentsarserves.

——
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Table 1: Législation appliguée dans différents payde I'Union Européenne et des Etats-
Unis d’Amériques

Pays Législation Test d’incubation Recommandatfions
Codex Code d’'usages des conserves 10 a 14 jours a Le test & 55°C n’est utilisé
Alimentarius CAC/RCP 23 rev 2 1993 37°C gque pour les produits
destinés aux pays chauds
Codex Code d'usages des conserves 10 jours a 35°C
Alimentarius conditionnées aseptiquement
CAC/RCP40 1993
France Norme AFNOR NF V08 401 7 jours a 37°C
Norme AFNOR NF V08 408 7 jours a 55°C
Union Reéglement 852/2004 Aucun Référence aux normes
Européenne internationales reconnues
(comme le CODEX)
USA FDA 21 CFR part113 10 jours & 35°C
USDA 9 CFR part 318.309
Canada ACIA guide d'inspection des 10 jours a 37°C
produits transformés
Royaume Uni Pas de réglementation 14 jours a 37°C Le test a 55°C est
spécifique 5a 14 jours a 55°C recommandé pour les

Pays-Bas

Allemagne

Espagne

Italie

Guide de bonnes pratiques

Reglement du produkschap

d’aolt 1989

Pas de
spécifique

reglementation

Décret Royal 2420/1978

Décret n°155 du 26/05/1997

7 jours a 37°C
ou 10 jours a 35°C

Aucun

Aucun

Aucun

produits destinés aux pays
chauds

Le test & 55°C n’est utilisé
gque pour les produits
destinés aux pays chauds

Les laboratoires de
contrble pratiquent 10
jours a 35°C ou 37°C

Les laboratoires de
contrble  pratiquent 14
jours & 35°C ou 37°C

Les labmiras officiels
pratiquent 14 a 20 jours a
32°C et 7 a 10 jours a
55°C

4D’apres une étude réalisée par le service doclatientdu CTCPA en 2005

——
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2. Origine des spores dans les produits alimentaires

2.1 Caractéristiques des spores

2.1.1Généralités

Les spores de bactéries ont été étudiees pouehaigme fois par Cohn et Koch en 1876
(Gould, 2006). Elles font partie des formes lesplksistantes des organismes vivants (Carlin,
2011). La formation des spores permet a la bactirisurvivre et résister a différents stress
environnementaux tels que la chaleur, la dessmtates UV et les radiations, la digestion
enzymatique ou encore les produits chimiques (Nsthmoet al, 2002; Setlow, 2006). De
plus, les spores peuvent survivre pendant de oregubs périodes dans des environnements
pauvres en nutriments. En effet, plusieurs auteatsrapporté que les spores du groupe
Bacillus pouvaient survivre plusieurs millions d’années dates niches écologiques
spécifiques (Cano and Borucki, 1995; Vreelandl, 2000). En raison de la persistance des
spores et de l'ubiquité des microorganismes fornded spores, les spores sont des
contaminants fréquents de denrées alimentaireselrd et al, 2000; de Clercket al,
2004a; de Clercket al, 2004b; Scottet al, 2007). Les mécanismes de sporulation,
germination et résistance sont beaucoup étudiésBamllusavec comme modek. subtilis
En revanche, ces mécanismes le sont moins chéadsries anaérobies com@mstridium
et quasiment pas chez les thermophiles. Des auteurgependant mis en évidence des
différences dans les signaux de sporulation eagBdcilli et lesClostridia avec nhotamment
I'absence de quatre génes impliqués dans la spionlehez lelostridia et une batterie de
genes codant les protéines de la tunique des spimoeivées uniguement dans la famille des

Bacillaceag(Galperinet al, 2012).

2.1.2Sporulation et germination

La formation de spores est I'un des modes d'adaptaltime des micro-organismes en
réponse aux rigueurs de I'environnement. Ce prasesst déclenché chez les bactéries
pouvant former des spores par la diminution vombdence de nutriments ou bien par les
stress subis par la cellule végétative dans l'emviement dans lequel elle se trouve
(Burkholder and Grossman, 2000). La sporulationtdseanne est un processus complexe

divisé en sept grandes étapes (Figure 6).
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Le premier stade se caractérise par la présencefitiinent axial de matériel nucléaire
qui s'étend sur toute la longueur de la cellulguetcorrespond au génome dupliqué. Dans la
deuxieme étape, les deux génomes se séparentigareintation du filament axial, en méme
temps que la membrane cytoplasmique s'invaginediudspole de la cellule pour former un
septum. Ce septum partage la cellule en deux cdimgants de taille inégale. Le septum de
sporulation va envelopper le cytoplasme du petihgartiment pour former une préspore
caractéristique du stade trois. Le grand compartincerrespond a la cellule mere. A cette
étape, le processus de la sporulation est irrdolerst les stades suivants correspondent a la

maturation de la spore a I'intérieur de la cellulere.

Préspore
—  Tuniques
———
Croissance Cellule
Tuniques
mere
/\ V \ Membrane
. interne
Division Internalisation Cortex
Cycle asymétrique Membrane
végétatif : Sporulation externe
Chromosome

=
Fission CF 3 u
binaire i ]
) -7 . i / Fin de
/ i I sporulation
( % i
! I
()
> I

Germination

Lyse cellule mere

Figure 6 : Cycle de sporulation et germination dd. subtilis(McKenney et al, 2013)

La sporulation se traduit d’abord par la divisi®ymétrique du sporange en deux compartiments ellale
mere et la préspore, séparées par le septum. idaiteation de la prespore par la cellule meresestie de la
fission membranaire située au pdle opposé du sgerddne double membrane liée a la préspore esgfarm
L'assemblage des couches de la spore commencadaugsies l'initiation de l'internalisation et s@yrsuit
jusqu’a la fin de la sporulation. Le cortex, pepgitycane entre les membranes interne et exterte piéspore,
est formé a la fin de la sporulation. Dans la damiétape, la cellule mére est lysée pour libégrspores

matures dans l'environnement. Les spores sont kepdb germer rapidement et de reprendre une armes

végeétative en réponse a un apport en nutrimentsldamilieu

—
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Au stade quatre, la cellule mére produit des mddscichimiquement proches du
peptidoglycane qui viennent s'accumuler entre lBsxdnembranes pour former le cortex.
Chez certaines especes, une autre couche prot@igge externe est synthétisée, c'est
I'exosporium. La formation du cortex et de I'exagpo se poursuit au stade 5. On observe
également une accumulation d'acide dipicoliniquBADet de calcium dans le cytoplasme.
Cette accumulation s'accompagne d'une déshydmatdéola spore, et de la production de
SASPs (Small Acide Soluble spore Proteins). Auestdr, la maturation de la spore s'acheve
par la synthese de nouvelles enveloppes protéigles tuniques, composées de protéines
riches en cystéines, s'inserent entre le cortdexaisporium. La cellule mére (ou sporange)
est lysée au stade sept sous l'effet d’enzymegubsi. La spore mature est libérée dans
'environnement. Le processus de sporulation duémégplement 7 a 10 heures. Ce
mécanisme de différentiation cellulaire fait intemir de nombreux genes qui sont soumis aux
facteurs transcriptionnetsK dans la cellule meéere &G dans la préspore (Sawral, 1995;
Stragier and Losick, 1996).

Trois stades sont impliqués dans le processus meirgggion : I'activation, l'initiation et
I'émergence. Placée dans des conditions favorablela croissance bactérienne (eau,
nutriments, température, pH), la spore va donniessaace a une nouvelle cellule végétative.
Cependant, malgré les conditions optimales de saoie, les spores doivent bien souvent
étre activées avant de débuter leur cycle de gatiom Ainsi, le chauffage, la présence de
nutriments tels que les acides aminés, les sutres aucléosides ou une diminution du pH
du milieu a 2-3 peut activer la spore (Paidhuradadl, 2001; Icieket al, 2006; Ghoslet al,
2009). L'initiation débute dans des conditions fabtes d'hydratation et en présence de
métabolites effecteurs (alanine, adénosine, magmgsjui pénétrent a travers les enveloppes
endommagées et déclenchent un processus autoly(i§edow, 2003). Des enzymes
hydrolytiques dégradent de nombreux constituantéadgpore et notamment le cortex qui
libere le dipicolinate de calcium. Apres I'élimiizat de la barriere corticale, la spore s'imbibe
d'eau, se gonfle et perd ses propriétés de résestance stade, le processus de la germination
est irréversible. L'émergence d'une nouvelle celhgétative comprenant le cytoplasme
sporal entouré de la membrane et de la paroi essije grace a la dégradation des
enveloppes. La nouvelle cellule entre dans uneegohasve de biosynthése et la croissance
reprend graduellement.

La sporulation permet la survie de la bactérie gracses propriétés uniques et aux
différentes couches qui la composent lui permettansi de résister aux différents stress

environnementaux.
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2.1.3Propriétés et structure des spores

La structure de la spore et sa composition chimiguent un réle important dans la
résistance des spores. Elles sont trés différatdeselles de la cellule végétative en pleine
croissance, avec des caractéristiques et des ttamgs uniques a la spore (Figure 7).

\ TUNIQUES
MEMBRANE

[ MEMBRANE
INTERNE T EXTERNE

BOOOREIBUONE S CELLULAIRE
GERMINALE

Figure 7 : Structure d’'une spore (Setlow, 2006)

La spore est constituée d'un cceur central enveldppé membrane interne et de la paroi cellulagergnale.
La couche suivante est le cortex puis des tuniguésont séparés par une membrane externe. Pdainesr
especes, la spore est aussi composée de I'exosporiu

Les différentes couches représentées ne sont Eanéles a I'échelle. La taille des différentes bescen

particulier 'exosporium, varie significativementtee les spores d’espéces différentes.

La survie des spores pendant de longues périoddgesa I'acquisition de multiples
mécanismes pour protéger les macromolécules. Ceanisénes protegent également les
spores des dommages causés par les stress enuiemaex.

La survie des spores est associée a une faiblgt@ehétaboligue marquée par de faibles
quantités de cofacteurs métaboliques tel que I'AtPe NADH (Gould, 2006). Aucun
composé issu de métabolisme endogéne ou exogeménmé d’activité enzymatique dans les
tunigues, ne sont présents dans la spore (Set@83; Setlow, 1994). En raison de la faible
activité des enzymes, la spore ne peut pas répasrdommages causeés sur des

macromolécules telles que ’ADN ou les protéiness processus de réparation se produisent
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lorsque la spore retourne a I'état de cellule \aitgét lors de la germination. Si les dommages
accumulés sont trop nombreux, ils entrainent latrderla cellule germée (Setlow, 1995;
Setlow and Setlow, 1996; Setlow, 2007).

La structure de la spore est souvent décrite coommempilement de couches. La spore
est constituée en son centre d’'un cceur, aussi@mpghu, contenant le matériel génétique,
entouré par la membrane corticale (composé de labrame interne et de la paroi de la
cellule germinale) et du cortex qui est lui-méméoaré de la membrane externe puis des
tuniques. L’exosporium est la couche la plus élégndu noyau en contact avec
I'environnement.

L’exosporium est une large structure retrouvée ¢hgrupart des espéces, en particulier
celles du group®acillus (Lai et al, 2003; Redmonet al, 2004; Walleret al, 2004), bien
gue non présente (ou de trés petite taille) dhegubtilis(Setlow, 2006). Il est composé de
protéines y compris de plusieurs glycoprotéinesiées uniquement dans les spores qui
contiennent un exosporium (Lat al, 2003; Toddet al, 2003; Redmonett al, 2004). La
fonction de ces protéines et de I'exosporium resteore mal connue. Cependant, certains
auteurs ont mis en évidence que cette structurglesw jouait un réle dans I'attachement, la
germination et la capacité a échapper aux défahssystéme immunitaire (Redmoetal,
2004, Baillieet al, 2005; Steichemt al, 2005; Bozueet al, 2007; Failleet al, 2010) ainsi
que dans la capacité a se fixer a différent tygesupports, en particulier de sols (Williagts
al., 2013a).

Les tuniques de la spore forment une structure t®apsous-jacente a I'exosporium
composée de plusieurs couches contenant plus geoféines (Kimet al, 2006), dont la
plupart sont codées par des genes spécifiguemgmimeds dans la spore ch& subtilis
(Driks, 1999; Laiet al, 2003). La fonction de la plupart des protéin@sstituant les tuniques
n'est pas encore clairement définie. Cependantaioes d’entre elles sont impliquées dans
'assemblage global des tuniques de la spore gusidans la formation de I'exosporium
(Bailey-Smithet al, 2005). Cette structure joue également un roles da résistance de la
spore face a de nombreux produits chimiques teks lga acides, les bases, les agents
oxydants et les solvants organiques (Setlow, 2086% enzymes lytiques exogénes qui
dégradent le cortex (Driks, 1999), aux radiations &1 aux peroxydes (Hullet al, 2001)
ainsi que contre la prédation par les protozodkésbutcheret al, 2006).

La fonction précise de la membrane externe, qui@aese sous les tuniques de la spore
n'est pas connue. Cette membrane est une struetsentielle lors de la formation de la

spore.

——

]
181



Chapitre 1 Etude bibliographique
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Le cortex est composé de peptidoglycane dont lactsire est similaire a celui des
cellules végétatives mais avec plusieurs modificeti spécifigues a la spore. Ces
modifications apparaissent cruciales dans la remissance et la dégradation des couches du
cortex lorsque la spore entre en germination. Des,ple cortex est essentiel lors de la
formation de la spore et pour la diminution dedaetur en eau contenue dans le noyau de la
spore méme si le mécanisme mis en ceuvre resteomglris. Le cortex est dégradé pendant
la germination permettant ainsi I'expansion du nogla la spore (Setlow, 2003). Une seconde
couche de peptidoglycane est présente sous lexcappelée paroi cellulaire germinale, dont
la structure est identique a celle du peptidoglgcde la cellule végétative. Elle ne joue
probablement pas de réle dans la résistance dessspmis devient la paroi cellulaire de la
spore quand elle germe (Setlow, 2003).

La membrane interne est composée de lipides etroipes dont la majorité est
impliquée dans le processus de sporulation et daigation de la spore (Korza and Setlow,
2012). Contrairement a la membrane externe, etleres barriere imperméable du fait de la
compression et du caractére statique des lipidew#d@et al, 2004; Setlow, 2006). Elle joue
un réle majeur dans la résistance de la spore ededrvariations de température (Griffiths
and Setlow, 2009) contre les agents chimiques,let particuliérement contre ceux qui
traversent cette membrane pour endommager 'ADNHdIsonet al, 2002).

Enfin, la derniére couche de la spore est le copurest I'analogue du protoplaste de la
cellule en pleine croissance. Le cceur contientupgrt des enzymes de la spore ainsi que
I'ADN, les ribosomes et les ARNt. Généralement, éezymes de la spore et 'ADN sont
identiques a ceux de la cellule végétative maisaoes autres molécules sont retrouvées
uniquement dans le cceur de la spore (Setlow, 1988w, 1994). Des petites molécules sont
présentes dans le coeur et jouent un rbéle dansiktaidéce de la spore. La premiere de ces
petites molécules est I'eau. Elle représente 75-80%o0ids humide du protoplaste dans une
cellule végétative en croissance alors qu’elletndesseulement 27-55% du poids humide du
coeur de la spore, en fonction des especes (Gedmaddilarquis, 1989). La faible teneur en
eau du cceur joue un réle important dans la résistde la spore a la chaleur (Moekgral,
2009). La deuxieme molécule retrouvée en grandatij@alans le coeur est I'acide pyridine-
2,6-dicarboxylique (acide dipicolinique (DPA)). @etmolécule est synthétisée uniquement
lors de la sporulation a l'intérieur de la cellah@re puis est incorporée dans la préspore a un
stade plus avancé de la sporulation. Elle est ptésxclusivement dans le coeur de la spore,
chélatée avec des cations divalents dans un ratietlplus spécifiquement avec le*Ca

(Setlow, 2006). La quantité de DPA dans le cceuladgpore joue un réle crucial dans la
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réduction de la teneur en eau mais favorise égaletaemaintien de la spore en dormance
(Moeller et al, 2009). Un troisieme type de molécules est délenits le cceur de la spore. I
s’agit de petites protéines acides solubles app&&SP de type/p. Elles sont synthétisées
seulement pendant le développement de la préspogprésentent environ 10% des protéines
totales de la spore (Slieman and Nicholson, 2004)DPA ainsi que les SASP de typ#p
sont impliqués dans la résistance de la spore edatchaleur et les traitements chimiques
mais sont principalement impliqués dans la pradectie 'ADN contre les radiations UV
(Driks, 1999; Slieman and Nicholson, 2001; Setl2@06).

Ainsi, chaque couche constituant la spore partipgreses fonctions a la résistance et a la
survie. La résistance thermique des spores esiidedlle qui est la plus modélisée, afin de
pouvoir caractériser, établir et optimiser lestémients thermiques de préservation des

aliments.

2.1.4Thermorésistance

La destruction thermique des spores en fonctionladelurée de traitement a une
température donnée peut étre modélisée. Le modakrndiniste qui définit la durée de
réduction décimale, symbolisée D, est I'un des plosrants. Cette durée correspond au
temps nécessaire (en minutes) pour réduire la popald’'un facteur 10, a une température
donnée (Katziret al, 1943). La cinétique de destruction des microoigyaes est, dans la
grande majorité des cas, décrite par I'équationasuie (1) basée sur une cinétique de l'ordre
1

logN =logN, _% Q)

avec t le temps de traitements I population initiale, N la population survivarda temps t
et D la durée de réduction décimale.

Un autre paramétre, appelé parameétre de thermianésts ou facteur d’activation
thermique et noté, correspond a la variation de la température aiegetment qui conduit a la
modification d’un facteur 10 la durée de réductil@cimale D (Bigelow, 1921). Ce parametre
couplé au facteur D permet de quantifier et modgélia thermorésistance des souches
bactériennes pour des conditions de températurgeetiurée de traitement choisies. Ce

systéme d’équation cinétique est tres largemelfisditilans le domaine de la microbiologie
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industrielle et sert de référence au traitemenntigue. Cependant, ce modéle mathématique
a des limites. La diminution de population micraivie au cours du temps est souvent
considéréee comme log-linéaire, mais ne I'est pagotws. Une destruction log-linéaire en

fonction du temps impliqgue que toute la populati@ctérienne d’'un échantillon présente la
méme thermorésistance. Or, dans de nombreux caspdebes de destruction thermique non
linéaires sont rencontrées (Figure 8). Dans celeassteme de modélisation log-linéaire ne

parvient pas a s’ajuster aux courbes expérimenttldes parametres D et z ne sont plus

adaptees.
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Figure 8 : Exemple de courbes de réduction obtenudars d’un traitement thermique

Les différents types de courbes d'inactivation idmment observées: biphasique avec diminution inéaite
(a), sigmoidale (b), concave (c), linéaire (d), vet® (e), biphasique (f), linéaire avec effet darne (g)
(Corolleret al, 2006)

Un grand nombre de modeles non linéaires est dislgopour ajuster les courbes de
destruction présentant différentes allures : urukgpaent initial, un effet de traine, une allure
sigmoide (avec épaulement et traine), une convexitéoncavité, une allure biphasique par
exemple (Mafartet al, 2010). Ces modeles peuvent décrire chacune desesa
précédemment citées via l'utilisation d’équatiomsnpettant une modélisation généralement
satisfaisante de cinétique d’inactivation d’alludi$érentes (Geeraeret al, 2000; Geeraerd

et al, 2005). Parmi ces modeéles, celui de Mafart pemdompte la diversité de distribution
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au sein de la population bactérienne, inspiréadbsitribution statistique de Weibull (Mafart
et al, 2002). Ce modéle simplifié peut s’adapter a desrbes concaves ou convexes

(équation 2).

—toan. (L)
logN =logN, (5j (2)

avec N la population survivante aprées un traitentieatmique de temps t,oNa population
initiale, 8 la durée de premiére réduction décimale, et p amrpetre de distribution de la
courbe log(N) = f(t) décrivant une courbe concgwel(, convexe (p<1) ou linéaire (p=1).

Ce modele présente de nombreux avantages du fa# demplicité et de sa flexibilité pour

définir des régressions non linéaires.

Table 2 : Niveaux de thermorésistance de spores lhadennes

D value (min) a:

Z value (°C)
Type d’aliments et microorganismes 121°C 100°C
Aliments peu acides (pH>4.6)
Anaérobie thermophiles
Moorella thermoacetica 30-38 6.5-8.6

Aérobie thermophiles
Geobacillus stearothermophilus 4.0-4.8 3000 7°

Anaérobie mésophiles

Clostridium sporogenes 0.1-1.% 9-13
Clostridium botulinum types A et B 0.1-0.2 50° 10°
Clostridium perfringens 0.3-20 10-30°
Aérobie mésophile
Bacillus licheniformis 13 6"°
Bacillus subtilis 11° 7°
Bacillus cereus 5 10°
Bacillus megaterium 1° 9°

Aliments acides (pH<4.6)
Aérobie thermotolérents

Bacillus coagulans 0.01-0.F

Aérobie mésophiles

Bacillus polymyxa 0.1-0.8
%Andréet al, 2013)°(Farkas, 2007)
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Bien que de nombreux travaux définissent différgatametres pour évaluer l'‘efficacité
des traitements thermiques, le modéle log-linéasele plus largement utilisés de par la
signification pratique de ses parametres mathémegidp et z. Ces deux valeurs permettent
de dresser une hiérarchie dans la résistance tipeengdes spores de différentes especes. La
table 2 est un exemple de valeurs de D et z rer@mtans la littérature.

Divers facteurs comme les conditions de températirepH du milieu pendant la
sporulation, la composition du milieu environnanéngant ou apres traitement, les
caractéristiques du traitement et I'espece microi@e peuvent fortement influencer la
thermorésistance des microorganismes.

Les conditions de sporulation, tels que la composidu milieu, la température, le pH et
I'a,, influencent significativement la thermorésistaies microorganismes (Conden al,
1992; Pennat al, 2003; Planchoret al, 2010; Barilet al, 2011). Des spores dgacillus
obtenues sur un milieu supplémenté d’'un mélangms’{(C&*, Mg®*, F&¢*, K* et Mrf*") ont
montré une thermorésistance plus élevée que laespooduites sur un milieu contenant
uniquement des ions manganése’M(Cazemieret al, 2001). Selon I'organisme, le pH
initial du milieu de sporulation peut avoir un effositif ou négatif sur la thermorésistance.
Les spores d8. cereusATCC 4342 ont montré une résistance plus faibledoe le pH de
sporulation était de 5,5 par rapport a un milieutree En revanche, la soucle cereus
ATCC 7004 n'a montré aucune différence de thermsta@sce en fonction du pH de
sporulation (Mazaset al, 1997). PourBacillus subtilis les conditions optimales de
sporulation ne correspondent pas aux conditiong pbtenir la thermorésistance la plus
élevée. Par exemple, les spores produites dandliau & pH 10 sont en faible quantité mais
leur thermorésistance est plus élevée que cellspaes obtenues dans un milieu favorable a
la sporulation (Nguyen Thi Minket al, 2011). Le coeur des spores produites a une
température plus élevée que leur optimum de cnoigsprésente une plus faible teneur en eau
et les spores produites ont une plus forte thersigteince (Condoat al, 1992; Cortezzo and
Setlow, 2005; Setlow, 2006; Planchehal, 2010). Des spores dacillus cereugproduites a
48°C ont montrées une résistance beaucoup plusrtampe a un traitement thermique que
celles produites a 22°C (Melbt al, 2002). Cette caractéristique est corrélée atamation
du cceur s’élevant a 39% dans les spores obter2@%Ca contre 34,25% dans celles obtenues
a 48°C. Similairement, Minhkt al (2011) ont montré une meilleure résistance a#eur des
spores dd. subtilisproduites a 45°C plutot qu'a 22°C.

Bien que le pH soit le facteur le plus connu poom &ffet sur la germination et la

croissance post-traitement, et le plus exploitg,denditions environnementales de la spore
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pendant le traitement et apres le traitement daht'édjet de plusieurs études. Un pH bas du
milieu lors du traitement va provoquer une résistathermique plus faible de sporesRle
coagulans comparé a un pH voisin de 7 (Palepal, 1999). Une faible,, (0,90) lors du
traitement provoquera une augmentation de la edgist a la chaleur (Kawt al, 1998;
Coroller et al, 2001). De maniére générale, la thermorésistamse nlicroorganismes, y
compris sous forme végétative, est plus élevéglarde milieu est riche en matieres grasses
(Kaur et al, 1998; Leguerinekt al, 2005). Enfin, I'addition de calcium (0,25mM) dales
milieu de recouvrement a entrainé une plus forfgise de croissance des sporesGle
stearothermophilugprés un choc thermique a 100°C pendant 15 msakbet al, 2000).

De nombreuses especes bactériennes ont la capdeitéformer des spores
thermorésistantes. Parmis ces espéces, un grandrexa@ont retrouvées dans les produits
alimentaires et leur développement peuvent entraine altération du produit avant sa date

limite de consommation.

2.2 Espéces bactériennes principalement responsable desn-stabilités

Les problemes de non-stabilité (gonflement, aadifon...) des conserves alimentaires
sont principalement causeés par la résistance desspactériennes au traitement thermique,
les cas de contamination post-traitement par madggianchéité de I'emballage étant moins
fréquents. Nous ne détaillerons ici que les casatestabilité détectés a 55°C. Les bactéries
thermophiles sont reconnues comme la cause mapesenon-stabilités des conserves
(Ashton and Bernard, 1992; Denny and Corlett, 199Bpn and Sorrells, 1992; Prevat
al., 2010; Andréet al, 2013). Les deux bactéries anaérohidsorella thermoaceticaet
Thermoanaerobacteriurspp et I'aérobi&s. stearothermophiluseprésentent a eux seuls plus
de 75% des cas de non-stabilité a 55°C (Dotzetiexl, 2002; Carlier and Bedora-Faure,
2006; Carlieret al, 2006; Andréet al, 2013). Les autres especes bactériennes souvent
rencontrées sor. coagulansB. smithiiet B. licheniformis D’autres bactéries ont aussi été
retrouvées telles queCaldanaerobius spp., Gelria glutamica, Anoxybacillusspp.,
Paenibacillus spp., Thermoanaerobacter spp., Clostridium
thermopalmarium/thermobutyricymThermoactinomycessp. ainsi que plusieurs autres
especes d&eobacillussp, mais leur prévalence reste trés faible (Arediad., 2013).

Geobacillus stearothermophilust Moorella thermoacetica/thermoautotrophicsont
respectivement responsables de plus de 35% et @%ab de non-stabilité des conserves
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peu acides (Ashton and Bernard, 1992; Anetr@l, 2013).Moorella thermoaceticast une
bactérie anaérobie stricte formant des spores imautiethermorésistantes (Byretral, 2000;
Wagner and Wiegel, 2008). Dans les aliments, el&éaessentiellement détectée dans les
conserves. Son développement y entraine une forddieation avec une production de gaz
provoquant le « bombage » de I'emballage (Ashtoh Bernard, 1992; Olson and Sorrells,
1992; Carlier and Bedora-Faure, 2008)ermoanaerobacteriurspp. a été identifié dans 8%
des échantillons de non-stabilité de conserves@@4Andréet al, 2013). Cette espece
partage les mémes caractéristigues physiologiques My thermoaceticatelles que la
croissance en anaérobiose et une température dptitaacroissance située autour de 63°C.
G. stearothermophilugst décrite comme responsable du « flat sour »uoigsement sans
bombage (Kalogridou-Vassiliadou, 1992; Olson andellg, 1992; Moiret al, 2001; Tucker
and Featherstone, 2011). L’altération correspondn@ fermentation des saccharides du
produit alimentaire sans production de gaz. Elteetsouvée dans les produits appertisés tels
qgue les conserves de légumes, les plats cuisiné&howre des plats a base de foie gras de
canard (Andret al, 2013). Mais elle est également souvent retrodaés les poudres de lait
(Ronimuset al, 2003; Rickeret al, 2004; Burgesst al, 2013), dans des extraits de gélatine
(de Clercket al, 2004a), des ingrédients déshydratés (Postelledt, 2012) ou encore au
cours de la fermentation du cacao traditionnel {&etet al, 1986).

B. coagulansest connue pour étre une espece modérément atelepthermotolérante
avec un meétabolisme de croissance aéroanaérohitat#fc(de Clercket al, 2004b). Ses
caractéristiques phénotypiques lui permettent dééselopper dans des aliments Iégérement
acides (>4,2). Elle est souvent impliquée danstaribration des conserves : produits a base
de tomate (Moiret al, 2001; Tucker and Featherstone, 2011), de légy@emeset al,
2007) et également dans d’autres produits telsleuait en poudre (Ronimust al, 2003;
Ruckertet al, 2004; Scotet al, 2007), les produits fermentes, les ingrédieg@shgdratés
(Postollecet al, 2012) et I'extrait de gélatine (de Clerekal, 2004a). La détérioration du
produit est principalement due a la production idladactique a une forte concentratid@.
licheniformis est une espéce aéro-anaérobie facultative therémaitdé qui a été souvent
retrouvée dans les conserves alimentaires alté@zeter and Bedora-Faure, 2006; Postollec
et al, 2012) et les produits a base de lait (Ruckeel, 2004; Scotet al, 2007; Coorevitet
al., 2008; Postollecet al, 2012) mais également dans d'autres produits rdssta la
consommation alimentaire (Schwanal, 1986; de Clerclet al, 2004a; Lurlinaet al, 2006).
Enfin, B. smithiiest une espéce aéro-anaérobie facultative capabde développer jusqu’'a

65°C. Elle a été retrouvée dans des conservesrahimes de légumes, de plats cuisinés et de
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plats contenant du foie gras de canard (Aretrél, 2013) ainsi que dans des ingrédients
déshydratés (Postollet al, 2012).

En somme, si la diversité des especes respongiddestérations des conserves est large,
M. thermoacetica/thermoautotrophic&t G. stearothermophilussont beaucoup plus
fréquentes que les autres. Malgré cela, sans diout&it de leur caractére non pathogéne, peu
d’études ont été menées sur ces deux espéces. Mamnaitre leurs caractéristigues de
croissance et la variabilité intra-espece dégapetas pistes pour mieux maitriser les

contaminations par les spores avant traitemenirilgele des conserves.

2.2.1Geobacillus stearothermophilus

Pendant de nombreuses ann&sgillus stearothermophilu@Donk, 1920) était la seule
espéce obligatoirement thermophile du gemacillus Aprés 1980, d'autres espéces
thermophiles ont été proposées sur la base dawmlphénotypiques, puis I'application
ultérieure du séquencage du géne de la sous WBt@d '’ARN ribosomal. Des membres du
genre Bacillus tels queB. stearothermophilus, B. kaustophiles B. thermoglucosidasius
formaient une lignée génétique, appelée groupeaisetqit distincte ddacillus sensu stricto
(Ash et al, 1991). En 2001, apres la découverte de deux allesv especes aeérobies
thermophiles formant des spores dans les résemeipgtrole, Nazinat al. proposerent que
les especes du groupe 5 déterminées pareAsil soient attribuées a un nouveau genre
appelé Geobacillus(Nazina et al, 2001). Ce nouveau genre contenait huit espamn#s d
Geobacillus stearothermophilugli est toujours I'espece type du genre. La dpsorni la plus
récente de cette espece, fournie par Coorevi$, est basée sur celle proposée par Nagtina
al. (Nazinaet al, 2001; Coorevitet al, 2012).

» Caractéristiques de croissance

G. stearothermophilugst une bactérie aérobie, formant des sporesntipdiile a
Gram variable. Elle a été isolée pour la premieis & partir de mais et de haricot vert en
conserve (Donk, 1920%. stearothermophilusst capable de se développer dans une gamme
de température allant de 30°C a 70°C avec un optirde croissance compris entre 40°C et
60°C (Coorevitset al, 2012). A des températures supérieures a 70°@elmbrane dé&s.
stearothermophiluperd sa capacité a maintenir le potentiel memlm@ama potassium. De
méme, en dessous de 45°C et au-dessus de 70°hthese d’'une protéine responsable de

——

]
261



Chapitre 1 Etude bibliographique

I'absorption des acides aminés et des vitaminemb#giée (Wu and Welker, 1991). Des pH
compris entre 6 et 9 permettent sa croissance. Uerundont la salinité dépasse 5% ne
permet pas la croissance @estearothermophilugoorevitset al,, 2012).

Quelques études ont été menées sur la détermindgsnconditions optimales de
croissance, de sporulation et de germination Gle stearothermophilusLa derniere
publication traitant ce sujet date de 2003 et ldewas se sont intéressés aux effets du milieu
sur le rendement en spores et la thermorésistaacg. dtearothermpohilugPennaet al.,
2003).

Le glucose, le fructose, le sucrose, le glycérdlahidon permettent la croissance de
G. stearothermophilugandis que d’autres substrats carbonés tels quatrite, I'alpha-
cétoglutarate, le succinate, le fumarate, le malaeétate et le lactate ne permettent pas sa
croissance (Rowet al, 1975). La concentration du glucose doit étre mase entre 0,1% et
0,4% avec un minimum de 0,05% pour permettre umadaroissance. Des études sur I'effet
du manganése (Mngl montrent que de fortes concentrations (9,5 g/yofisent la
croissance (Roweet al, 1975) tandis que de faibles concentrations (flp61’ont pas
d’influence sur la croissance végétative GestearothermophilugThompson and Thames,
1967). Les milieux de croissance riche en extdstéevures ou peptones permettent d’obtenir
une quantité importante de cellules (Peenal., 2003).

 La sporulation

La sporulation cheg. stearothermophilusst déclenchée par une carence nutritionnelle
ou un stress environnemental comme pour les esghkcegenreBacillus (Burkholder and
Grossman, 2000). Son processus est identique & deduautreBacillus et se produit en
phase stationnaire de croissance (Foster, 1994).cDecentrations de glucose supérieures a
0,5% inhibent la sporulation d&. stearothermophiluPennaet al, 1998).

La quantité de cellules végétatives peut influedeelaux de sporulation (Penea al,
1998). Une croissance élevée est donc un pré-requisobtenir un bon rendement en spores.

Les suspensions de spores peuvent étre généréadirade milieux de sporulation
composés d’éléments chimiques connus contenantagpésium, du manganése, du fer, du
calcium, du sodium, du potassium ainsi que du glecen faible concentration et une
concentration relativement élevée d’acide L-glutami (Pennat al, 1998). Thompson et

Thames (1967) avaient noté antérieurement queitiaddde manganese dans le milieu de
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culture entrainait la sporulation. D’aprés Pephal (1998), le rendement de la sporulation est
principalement dépendant du facteur associé auklae sodium.

Les composés minéraux tels que les phosphates @esspon et d’ammonium, le
manganese (MnSQet le calcium (CaG) améliorent fortement la sporulation chezBegilli
(Dlugokenskiet al, 2011). La présence de ces minéraux, notammecaldium, entraine une
augmentation de la thermorésistance des spores.

* La thermorésistance

Les spores du genrBacillus peuvent étre extrémement résistantes a la chahenr,
radiations et aux agents chimiques (Cortezzo antovge 2005; Setlow, 2006). Plus
particulierement, les spores @& stearothermophilusésistent aux traitements par micro-
ondes, a la vapeur et aux agents chimiques commmriealdéhyde et le peroxyde
d'hydrogéne (Latimer and Matsen, 1977; Wrightal, 1995; Unger-Bimczolet al, 2008).
Leur grande résistance a la chaleur humide leuala &’'étre couramment utilisées comme
indicateurs biologiques pour contréler le procesistérilisation a la vapeur humide (FDA,
2007; USP, 2008).

La thermorésistance des sporesGlestearothermophilugvaluée avec un jby-c était
comprise entre 1 et 5 minutes (Bender and Mardig85; Ocioet al, 1996; Farkas, 2007;
André et al, 2013). L'influence de nombreux facteurs sur larthorésistance a été évaluée
sur les spores d8. stearothermophilud.es conditions de sporulation liées a la compasitio
du milieu en nutriments et en ions, au pH et aalnisé influencent significativement la
thermorésistance des microorganismes. Le pH eftcteur le plus étudié (Rodriget al,
1999; Pennat al, 2000; Icieket al, 2006; Guizeliniet al, 2012). Un milieu de sporulation
acide va entrainer une diminution de la thermotésce alors qu'un pH élevé la favorise. Il a
été montré que la thermorésistance des spor€s deearothermophilusariait selon le type
d’acide utilisé dans le milieu (Fernandeizal, 1995). Par exemple, la valeur de D a 121°C
est de 3,1 min dans un milieu sans acide, de In7avec de I'acide citrique et de 2 min en
présence de glucono delta lactone (GDL). Guizeiml (2012) ont mis en évidence qu’une
concentration faible en nutriments, tels que l'atde levure et de peptone, dans le milieu de
sporulation augmentait la résistance des sporaschdleur. Ces résultats sont en désaccord
avec ceux obtenus par Pergtal (2000) mais peuvent étre expliqués par la comiposét la
concentration des autres éléments formant le mdewsporulation (Guizelinet al, 2012).

Tout comme les nutriments, des concentrationsdaibh chlorure de sodium et en potassium
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dans le milieu de sporulation augmentent la theésistance des spores d8.
stearothermophilugPennaet al, 2000). En revanche I'utilisation des ions Mgt C&"
n'affecte pas la thermorésistance des spores quedesoit la concentration utilisée mais sont
nécessaires a I'état de trace pour la sporulation.

Les valeurs de D sont aussi affectées par la catigposlu milieu de traitement (Ociet
al., 1996). Apres une étape de traitement a 80°Carerikd minutes, un pH bas et la présence
de chlorure de sodium dans le milieu de traitenegnitaine une destruction plus rapide des
spores (Icieket al, 2006) Des auteurs ont montré que la variationpHudu milieu de
traitement de 7,0 a 4,0 entrainait une diminutienlalthermorésistance de 23 fois la valeur
initiale (Lopezet al, 1996). Enfin, la valeur de D diminue lorsque $p®res sont incubées
apres le traitement thermique en anaérobiose pggpora une incubation en aérobiose
(Periagoet al, 1998). Récemment, les résultats d’'une méta-aeaiynt permis d’établir un
modéle de variation de la thermorésistanceGdestearothermophilugen fonction de la
température et du pH (Rigaex al, 2013).

2.2.2 Moorella thermoacetica

M. thermoaceticaest une bactérie anaérobie stricte, formant desespthermophile a
Gram positif. Elle est capable de se développerfaimn chimiolitho-autotrophe ou
hétérotrophe c’est-a-dire gu’elle peut utiliserckrbone provenant de molécules organiques
(hétérotrophe) ou le carbone atmosphérique issC@u(autotrophe) (Danieét al, 1990).
Cette espéce est isoléee d’écosystémes dont la tatape est élevée tels que les puits de
pétrole, les sources thermales, les boues volcasjgies fumiers et également dans les
conserveries (Carlier and Bedora-Faure, 2006; Amdrél, 2013). Anciennement décrite
commeCilostridium thermoaceticunelle a été séparée du groupe des Clostridies eh 9199
I'analyse de la séquence du gene codant 'ARNr @&3lins et al, 1994). Cependant, cette
séquence n'est pas suffisamment discriminante pegéparer les deux especdd.
thermoaceticaet M. thermoautotrophicaEn 2008, le génome de la souche de référence
ATCC 39073 a été séquencé et mis en ligne dansasss de données (Pieeteal, 2008).
L’especeM. thermoaceticaprésente un intérét industriel du fait de sa pctidn élevée
d’acétate pendant sa phase de croissance pardadediacétyl-coA référée sous le nom de
voie de Wood-Ljungdahl. C’est pourquoi un grand boend’étude s’est focalisé sur la
régulation de la production et I'optimisation duindement en acide acétique (Boekal,
1997; Cheryart al, 1997; Talabardoat al, 2000)
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» Caractéristiques de croissance

M. thermoaceticaest capable de se développer a des températtuésssentre 45°C et
65°C avec un optimum de croissance entre 55°C ¥ §Pontaineet al, 1942). Le pH du
milieu doit étre compris entre 5,7 et 7,7 avec ptinoum a 6,8 (Ljungdahl, 1986; Byret al,
2000). M. thermoceticaest une bactérie strictement anaérobie. Malgré, aidafaibles
concentrations en oxygene (<1.5 %) n’altérent mas a&ctivité métaboliqgue, notamment sa
synthese d’acide acétique mais peuvent entrairephase de latence jusqu’a 12h (Karnholz
et al, 2002; Daset al, 2005). Contrairement &. stearothermophilysM. thermoacetica
nécessite des composés spécifiqgues dans son nabewroissance. Elle peut utiliser
différentes sources de carbone comme le fruct@sealucose et le xylose lorsqu’elle se
développe de maniére hétérotrophe (Andreeserh, 1973; Carlier and Bedora-Faure, 2006).
Cependant, elle ne synthétise pas de précursehABDeet NADP et par conséquent le milieu
doit contenir de l'acide nicotinique (Lundie andake, 1984). Le milieu de culture doit
également contenir des éléments métalliques at ld¢atraces ainsi que des vitamines
(Andreesenet al, 1973; Koesnandagt al, 1991). La croissance des bactéries anaérobies
strictes, commeM. thermoacetica est également favorisée par la présence de c@spos
réducteurs dans le milieu tels que la cystéine gflycolate (Seifritzt al, 1999).Moorella
thermoaceticaest toutefois connue pour étre difficilement cable dans les milieux de
laboratoire en raison des conditions drastiquegss&ires pour sa croissance (reporté par
Andréet al, 2013).

* La sporulation

La sporulation che¥. thermoaceticast généralement obtenue dans des milieux riches
comme pour les especes du ge@lestridium D’apres la littérature, des taux de sporulation
élevés (entre f0a 16 spores/ml) ont été obtenus pddr thermoaceticasur les milieux de
Sanaka et Byrer (Byreet al, 2000). Dans le milieu de Byrer, contenant desméhts
minéraux et des vitamines, la concentration en espatiffere en fonction du mode de
croissance de la bactérie. En effet, une croissarfgmioorgano-hétérotrophe permet
d’obtenir un meilleur rendement en spores qu’'ur@ssance chimiolitho-autotrophe a la
température optimale de 60 °C (Byrer al, 2000). Ces deux milieux n'ont pas permis
d’obtenir de sporulation au CTCPA pour des isaatisvages d®l. thermoaceticalLe milieu

bi-phasique a base d’extrait de viande et semideCooked meat), généralement utilisé
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pour la sporulation des clostridies, n’a pas noaspbermis d’obtenir de spores d&
thermoaceticau laboratoire du CTCPA (résultats internes au BAC

* Thermorésistance

Les spores dél. thermoaceticasont les plus thermorésistantes rencontrées pasni
contaminants de produits alimentaires. Bgeal (2000) ont trouvé des valeurs de D a 121°C
comprises entre 83 et 111 min sur des spores pesdai60°C. Ces valeurs tres élevées sont
vraisemblablement dues a la présence d'un corteg @pais, couche majoritairement
impliquée dans la déshydratation de la spore (Bgteal, 2000; Moelleret al, 2009). Ces
auteurs ont montré que la température ainsi quendele de sporulation influencaient
fortement la thermorésistance. En effet, les bmséplacées a 25°C pendant leur phase
exponentielle de croissance étaient moins thernsbaétes avec des valeurs de D a 121°C
comprises entre 23 et 43 minutes selon les souEleeméme, une croissance chimioorgano-
hétérotrophe permet d'obtenir des spores jusqu® fiois plus résistante a la chaleur

contrairement a une croissance chimiolitho-autdteofByreret al, 2000).

G. stearothermophiluset M. thermoacetica/thermoautotrophiceont les principales
especes responsables d'altérations des consentéguires a 55°C. Cette prévalence élevée
dans le produit fini est principalement due a lartiorésistance de leur spore. D’autres
bactéries formant des spores sont présentes dangsiees et contaminent les lignes de

production et ce quelque soit le type d’alimenligéi

2.3L’écologie microbienne des bactéries formant des spes sur les lignes de

production

Les bactéries formant des spores présentent unal@née naturelle élevée dans les
aliments. Elles sont omniprésentes dans l'enviroreré et présentent une importante
diversité. Elles ont la capacité de former des epajui peuvent résister a des conditions
extrémes de hautes pressions hydrostatiques, getatares élevées ou basses, aux biocides
et aux radiations UV (Nicholsoet al, 2000; Moelleret al, 2009). Elles sont généralement
retrouvées dans le sol. La bactérie formant desesgih botulinumforme la toxine la plus
puissante dans l'alimentation humaine et a étéctii#gedans les échantillons de sol de toute
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origine géographique (Dodds, 1993). La concentnatians le sol des spores Bacillus ou

de Clostridiumsp. est voisine de i@pore/g (Lund, 1986; Honet al, 2009), ce qui en fait
une source directe de contamination potentiellepdeduits végétaux. La diversité des spores
dans les matiéres premieres a eégalement été langetoeliée pour le lait cru. Dans la filiere
laitiere, I'environnement de la ferme tel que I'texge et le sol sont des sources majeures de
contaminations. Les bactéries formant des sporeétémetrouvés a des concentrations de 10
UFC/mL au niveau des ensilages (Gifétlal, 2002; Scheldemaeat al, 2005; Coorevitset

al., 2008). Les principales especes retrouvees Boltheniformis B. subtilis B. pumiluset

B. cereuqGiffel et al, 2002). Sevenieet al, (2012) ont trouvé des concentrations en spores
de bactéries thermophiles comprises entrg et010 UFC/g sur des carottes et haricots
fraichement récoltés. La prévalence de spores imamiethermoreésistantes comprendht
thermocetica G. stearothermophilugt Thermoanaerobacteriurspp. atteignait 19,5% des
échantillons prélevés (Sevengral, 2012).

Les spores bactériennes sont parmi les formedussr@sistantes des organismes vivant.
Leur résistance favorise leur survie dans les psace de transformation des aliments
entrainant leur persistance a long terme dans lieerds. Par exemple, les procédés de
traitement thermique modéré comme la pasteurisatiolait ou le blanchiment des légumes
influencent I'écologie bactérienne. Les especaxcpalement retrouvées dans le lait UHT et
le lait pasteurisé sont les especes du gd&uaelllus tels queB. cereus B. subtilis B.
sphaericusB. licheniformis BrevibacillusandPaenibacillus(Giffel et al, 2002; Scheldeman
et al, 2005). Les especes du germBacillus sont par ailleurs largement retrouvées dans
plusieurs autres produits alimentaires transforméls que les épices, les légumes
transformeées, le riz, les céréales, le miel etiters (Snowdon and Cliver, 1996; Coten al,
2011; Andreéet al, 2013). Les concentrations de spores dans ceitagnddients comme les
épices, les poudres de lait ou les farines peugtnttres elevées avec des concentrations
dépassant £spores/g (Farkas, 2000; Riickettal, 2004; Oomest al, 2007). Les aliments
transformés comme les plats cuisinés sont une c@isioin de plusieurs ingrédients : chacun
apporte ses propres bactéries sporulées danslgifgralimentaires finis.

Le développement bactérien, apres la germinatiensperes dans les aliments peut se
produire dans une large gamme de température, pktigité de I'eau. En effet, les bactéries
formant des spores présentent des caractéristn@mtypiques et génotypiques trés variées
avec des souches pouvant avoir une croissance i@éradro-anaérobie facultative ou
anaeérobie stricte et étre psychrophiles, mésopbiethermophiles (Postollest al, 2012).

Leur croissance dans les aliments peut causeériibn des produits et des intoxications
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alimentaires parfois sévéres. La contamination alesents par les bactéries formant des
spores est par conséquent trés étudiée. Deux egeniplstrent I'intérét de [I'utilisation
d’outils de biologie moléculaire pour comprendredmtamination des aliments et des lignes
de production par les bactéries formant des spbragplication de la M13-PCR a des isolats
de B. cereusobtenus a partir d’échantillons prélevés sur ugeelide production de purée de
courgette a montré la proximité génétique entrdéedéries isolées des courgettes au stade de
la récolte et celles isolées de produits finis (@bretiereet al, 2003; Guinebretiere and
Nguyen-The, 2003). D’autres auteurs ont étudiéolataimination de concentré de poire par
Alicyclobacillus acidoterrestrigt Alicyclobacillus acidocaldariysdeux bactéries acidophiles
formant des spores. Des souches présentant deds pgéhétiques identigues ont été
identifiees a la fois dans le sol situé a I'extériele I'usine et dans le concentré de poire
(Groenewalcet al, 2009; McKnightet al, 2010). Ainsi, il est démontré que la contaminatio
des produits transformés provient en partie desenest premiéres végétales, elles-mémes
contaminées via les sols. Dans la filiere laitiede, typage moléculaire deB.
sporothermoduranssolé de lait UHT (ultra haute température) etaledtérilisé de plusieurs
pays et continents a permis de mettre en évidemrselidns génétiques étroits entre les
souches isolées des produits finis (Guillaume-Gental, 2002). La diversité des bactéries
présentes dans les poudres de lait ont fait I'algatécentes études. Trois espéces majoritaires
ont été révelées par typage moléculair&.: stearothermophilysA. flavithermuset B.
licheniformis(Ronimuset al, 2003; Rlckeret al, 2004).

L'utilisation d'outils de biologie moléculaire s‘esavérée tres utile pour identifier et
caractériser les bactéries formant des sporesmieisdans les aliments et sur les lignes de

production.

3. Les outils de biologie moléculaire pour I'étude déa diversité

3.1 Généralités

L’étude de la diversité bactérienne peut étre séaliselon deux systemes de typage : le
phénotypage et le génotypage.

Le phénotype des bactéries est déterminé sur phgsieiteres tels que la morphologie des
colonies sur un milieu de culture choisi, des téstehimiques, la capacité a produire des
toxines, la sérologie, les conditions de croissafitg pH, a,) et la résistance aux
antibiotiques (Feig and Stersky, 1981; Baumanal, 1984; Fegaret al, 1995). Cependant,
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ces méthodes ne permettent pas une discriminatifiisasite des souches ou groupes de

souches a lintérieur d’'une méme espéce. Au coarsces vingt dernieres années, les

méthodes de biologie moléculaire ont progressivémanplacé les méthodes phénotypiques

(Li et al, 2009) qui sont devenues un outil complémentpoar I'étude de la diversité

bactérienne (Carlier and Bedora-Faure, 2006; Catlial, 2006; Adiguzelet al, 2009). Le

typage des bactéries nécessite I'élaboration d’emigs génétiques des bactéries au niveau
intra-espece. Cette diversité intra-espece estdeltat d’événements genétiques qui se sont
produits dans le génome des bactéries au coursemipst Ces methodes moléculaires
nécessitent toutes [l'utilisation de I’ADN bactérieprincipalement sous forme d'un

chromosome unique dont la taille varie entre 1,%3emillions de paires de bases selon

I'espece.

Un grand nombre de méthodes de typage moléculairedisponible pour I'étude du
génome. Le choix de la technique de typage estopdial et doit étre adaptée en fonction des
besoins de I'étude. Différents parametres d’évanade la méthode sont utilisés.

- la spécificité : proprieté d’'une méthode d’analye convenir exclusivement a la
caractéristique ou a I'analyte, avec la garantie lguésultat de I'analyse ne provient
gue de l'analyte,

- la typabilité : capacité a obtenir un résultat pbpour chaque souche étudiée,

- la répétabilité : conditions ou les résultats d@ssdépendants sont obtenus par la
méme méthode sur des individus identiques, danghae laboratoire, par le méme
opérateur, utilisant le méme équipement et darmourt intervalle de temps,

- la reproductibilité : conditions ou les résultatesgai sont obtenus par la méme
meéthode sur des individus identiques dans différdémboratoires, avec différents
opérateurs et/ou utilisant des équipements différen

La faisabilité de I'approche qui sera retenue repas plusieurs criteres : la capacité a
appliguer la technique a un grand nombre d’écHan$| I'accessibilité a la technique, et
enfin le colt du matériel et des réactifs nécessair

Actuellement, les méthodes de génotypage bact&oen classées en trois catégories
principales. La premiere regroupe les techniqudssqaot basées sur I'analyse des profils
électrophorétiques d’ADN. Cela permet de classlBsrbactéries en utilisant la présence et la
taille des fragments obtenus par amplification wet@igestion enzymatique de I'ADN
génomique. La seconde catégorie repose sur le mgage de 'ADN par I'étude du
polymorphisme des séquences. Enfin la troisiemégoaie traite les méthodes basées sur
I'hybridation d’ADN.
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3.2 Les méthodes basées sur l'analyse des profils degnation des fragments
d’ADN

L’amplification d’ADN a I'aide de la PCR a plusieauavantages tels que la sensibilité, la
rapidité, la spécificité et la reproductibilité edte est applicable a tout type d’échantillons (Li

et al, 2009). La restriction enzymatique est quanteei outil efficace et précis.

3.2.1Electrophorése sur Gel en Champ Pulsé (PFGE)

* Principe

L’électrophorése sur gel en champ pulsé, encorelé@@PFGE pour "Pulsed Field Gel
Electrophoresis”, a été développée afin de sépasegrandes molécules d’ADN (>50 kb),
comme le sont les chromosomes microbiens (SchwadzZCantor, 1984).
Dans un champ électrique conventionnel constagtedtrophorése en gel d’agarose ne
permet pas de séparer les grandes molécules d’ABMaren diminuant au maximum la
concentration d'agarose. En dessous de 0,4% d'sgaries gels sont impossibles a
manipuler. La porosité d’'un gel d’agarose classigge inférieure au micron alors que la
longueur d’'une molécule d’ADN de 50 kb complétemétiniées est de I'ordre de 18 um. La
vitesse de migration des molécules d’ADN dont [Hetaest supérieure a 20 kb n’est plus
affectée par I'effet de filtration du gel d'agaraseaeste constante quelle que soit la taille de la
molécule. De ce fait, il est impossible de différien les ADN bactériens supérieur a 20 kb.
L’électrophorése en champ pulsée est le résultah @®@mbinaison d’'une digestion par des
enzymes de restriction a faible nombre de sitesod@ure (Quelle and Catalano, 2001; Ribot
et al, 2001) et d’'une migration électrophorétique gqangiste a alterner I'orientation du
champ électrique au cours du temps dans I'épaiskegel (Figure 9). Les changements de
direction des molécules en fonction de leur stmectudimensionnelle durant la migration
font varier leur distance totale de migration (ledial, 1989). La PFGE permet ainsi de
séparer des fragments d’ADN de trés grande tgilkgu’a 10 Mb (Schwartz and Cantor,
1984; Herschletet al, 2007). Pour ce type d’électrophorese, I'extracta la purification
d’ADN ne s’effectue pas avec des techniques classigEn effet, la grande taille des
molécules d’ADN les rend fragiles et elles peuvaatcasser pendant la manipulation. Pour
éviter la cassure mécanique des molécules d’ADNxtraction est effectuée apres

incorporation des bactéries dans des blocs d'agamans cette gélose I'ADN est libéré
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chimiqguement puis digéré par une ou deux enzyme®egtaction. Le choix des enzymes a
utiliser est un des facteurs les plus critiquessdarréalisation des profils électrophorétiques
du fait de la spécificité du site de clivage pohague enzyme. Elles doivent couper le
génome en un nombre de fragments suffisamment gmong étre discriminant et
suffisamment réduit pour que le profil soit expibile. Lorsque le site de clivage possede une
longueur élevée (huit nucléotides ou plus), la meaissance du motif survenant rarement
fournit une plus haute résolution en PFGE (Céeal, 2005). Le résultat, obtenu en 24 a 48
heures apres réveélation de 'ADN, est un profilngigcro-restriction définissant un pulsotype.

L'interprétation repose sur le nombre et la talks fragments.

1144 S1 S2 S3 M

I T TT

Figure 9 : Electrophorése sur gel en champs pulsBFGE) (Miesfield R.L, 2000)

Le gel d’agarose est placé dans une cuve électrépiioe avec des générateurs de pdle (+) et (€gplde part
et d’'autre de la cuve. L'orientation du champ élgae est alternée de facon a faire migrer les fagments
ADN. Le gel est ensuite coloré au bromure d'ethidi(EtBr) qui va révéler les profils de bande desckes
étudiées (S1, S2, S3)

Comme proposé par Tenovet al (1995), les isolats bactériens montrant le ménudil pr
PFGE sont considérés comme appartenant au mémpegroes isolats qui différent par un
simple événement génétique, qui se reflete pardifférence de une a trois bandes, sont

“ A

considérés comme étant “étroitement liés” et letats qui différent par quatre a six bandes,

susceptibles de représenter deux événements géstigont considérés comme étant
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“possiblement” liés. Les isolats bactériens comérsgix bandes différentes ou plus sont
considérés comme non liés (Tenogeal, 1995).

» Avantages et inconvénients

L’intérét majeur de cette méthode réside dansitejteelle permet de prendre en compte
'ensemble du génome bactérien et présente un pouwdiscriminant potentiellement
important. La PFGE fournit une haute résolution l'd@alyse du génome conduisant a
considérer cette technique comme “l'étalon d’or” typage des bactéries (Tenowdral,
1995). Cependant, bien que tres largement utilisédg technique est longue puisqu’elle
nécessite environ trois jours de manipulation pmhtenir le profil d’'une dizaine de souches,
sans répétition, et requiert une certaine expedisda part du manipulateur ainsi qu’un
appareillage colteux. La mise au point de la mé&hpdut s’avérer également longue
notamment avec les pré-essais réalisés avec lgsneazde restriction pour chaque espéce
afin de déterminer la plus adaptée d’entre ellesidxe contexte, des recherchesilico de
séquences de génome complet de bactéries se svas dres utiles pour détecter les sites de
clivages des enzymes de restriction afin d’optimlsepouvoir discriminant de la PFGE et
réduire ses codts d'utilisation (Lext al, 2006; Chouet al, 2007; Changet al, 2013). Par
ailleurs, un site web dédié a I'analyisesilico du résultat du clivage de génomes bactériens
complets selon I'enzyme de restriction a été dépmdopar Bikandet al, (Bikandiet al,
2004). Compte tenu parfois de la faible reprodil@gbinter laboratoires des résultats, la
PFGE est plus souvent employée pour la comparaiorsouches au sein d’'un méme
laboratoire. Néanmoins, pour certaines bactéres;umulation de pulsotypes a nécessité des
efforts de standardisation de protocole et degrest pour le typage bactérien ainsi que le
développement de bases de données en ligne pocwniparaison de profils de PFGE
(Herschleket al,, 2007).

» Applications

La PFGE est largement utilisée en épidémiologidiXFet al, 2013) et principalement
pour lidentification des souches descherichia coliO157 responsable d’intoxication
alimentaire grave pouvant causer la mort (GerneidSet al, 2006b; Lanieret al, 2009;
Arthur et al, 2013; Laidleret al, 2013). La plus grande base de données, PulseNet

(www.cdc.gov/pulsenet/), cible principalement cifactéries responsables d’infections
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alimentaires a savoirEscherichia coli O157:H7, Salmonella Shigella, Listeria et
CampylobacteXGerner-Smidet al, 2006a; Gerner-Smidit al, 2006b; Hedberg and Besser,
2006; Ribotet al, 2006; Pichekt al, 2012). Du fait de son pouvoir discriminant im ot
elle est également employée en microbiologie dbbie évolutive pour déterminer les liens
de parentés entre les souches telle qu'il a étéodendans l'industrie alimentaire (Oliveira
et al, 2006; Dhaisnet al, 2013).

3.2.2Polymorphisme de longueur des fragments de resmi¢RFLP)

* Principe

Le polymorphisme de longueur des fragments deicéstr ou « Restriction Fragment
Length Polymorphism » est 'une des premieres nugbale typage moléculaire a avoir éte
largement utilisée pour détecter les variationsétpiences de 'ADN. Cette méthode consiste
a utiliser des enzymes de restriction a haute &dgel de coupure qui vont cliver 'ADN en
un nombre trés élevé de sites et générer ainsodwreux (plus de 100) fragments de taille
variable. En fonction des individus, la quantitdeetaille des fragments sont différents. Si
deux souches different dans la distance entre d#@es de clivage pour une enzyme de
restriction particuliére, la longueur des fragmeg&nérés sera différente. Egalement, si
I’ADN d’'une souche porte la séquence d’'un site krs,ppar rapport a une autre souche, un
fragment supplémentaire sera généré (Figure 13.pefils sont obtenus aprés migration
électrophorétigue. Compte tenu du nombre élevé rdgnfents, les profils ne sont pas
exploitables en I'état. Ainsi, la RFLP peut étremtinée & une technique d’hybridation
appelée « Southern Blot ». Des sondes ADN margspésifiques d’'une séguence donnée
vont s’hybrider sur les fragments obtenus apredigestion enzymatique puis les régions
hybridées vont étre révélées de facon a facilieterprétation des résultats. Le profil
électrophorétique des signaux d’hybridation lida aonde est alors utilisé comme empreinte
génétique du groupe bactérien.

Le ribotypage est une variante de la RFLP qui iquai I'utilisation d’'une sonde ADN
marquée codant ’ARN ribosomal. Les genes codantriids ARNs ribosomaux 16S, 23S et
5S des bactéries sont organisés en opérai) ét séparés par des régions internes transcrites
appelée ITS. La région ITS entre les géenes codaRNr 16S et 23S peut étre caractérisé par
la présence de génes ARNt spécifiques. La varialik la taille des régions ITS ainsi que le

nombre de copies de genes ARNt peut considérabtevaerr notamment entre les souches
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d’'une méme espéce ce qui permet de définir dedpdef bandes différents appelés ribotypes
(Schumann and Pukall, 2013).

Enfin, la PCR-RFLP est une méthode basée sur yaaale fragments obtenus par RFLP
d’un locus spécifique amplifié par PCR. Le nombneité de fragments de restriction obtenu
apres la digestion enzymatique peut étre visualisgctement sur un gel d’électrophorese
sans avoir besoin d’utiliser de sonde d’hybridation

.'1'.‘\. . ; W !|._I
) Clivage de I’ADN par
ADN extrait restriction enzymatiqt

l

] 4

- e — =
Hybridation —_ Transfert — Séparation des
des sondes — /sur membrane - / fragments ADN
radioactives - (Southern blot) - par électrophorése
- | — L3 | —
l souche # échantillon souche |
— —
— —
lamy —F —_— — ——
— Révélation sur — p— —
- Lavage de la film radiographique = — —
membrane — — A
Profils ADN

Figure 10 : Les différentes étapes de la méthode gmlymorphisme de longueur des
fragments de restriction (RFLP) (Moretti et al, 2001)

L’ADN extrait est clivé par une enzyme de restdota haute fréquence de coupure. Les fragmentsépatés
sur un gel d'agarose puis transféré sur une merabrBes sondes radioactives spécifiques des séquence
recherchées vont s’hybrider sur les fragments d’Af@Ntenus sur la membrane. Aprées des étapes dgelaza

révélation des sondes qui se sont hybridées estteéfe sur un film radiographique.
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» Avantages et inconvénients

La RFLP est une méthode peu colteuse en réactife etécessite pas de matériel
spécifigue onéreux. Elle est tres utilisée en nhimlogie notamment pour I'analyse
simultanée de plusieurs souches. La digestion eatzgue réalisée sur 'ensemble du génome
offre un bon pouvoir discriminant pour cette métoBour étre reproductible, la digestion
doit étre appliquée sur de I'ADN de haute qualitéinalyse RFLP nécessite une quantité
d’ADN génomique élevée, en plus de sa haute qualitgeut limiter son application lorsque
I’ADN est difficile a obtenir. Cette méthode nésiés beaucoup de temps de manipulation et
d’attente notamment lors de la digestion enzymatigjen que cette étape puisse étre réalisée
la nuit ou bien en utilisant des enzymes avec utigii® enzymatique rapide (<15 minutes).
Enfin, I'hybridation des sondes peut s’avérer lamguimplique des systéemes de détection qui

utilisent soit des isotopes radioactifs soit dextifs biochimiques.

» Applications

En 1980, Botsteiret al ont publié une carte génétigue du génome humanr R
premiere fois, ils ont utilisé des marqueurs géues issus de la technique de RFLP
(Botsteinet al, 1980). L’'analyse RFLP utilisant des sondes @&svde I'élément d’insertion
IS6110a été considéré comme la méthode « étalon d’'an>tydage deMycobacterium
tuberculosigKandumaet al, 2003). Ainsi, la plupart des articles scientiiég disponibles sur
I'application de la RFLP sont focalisés sur le typaet I'épidémiologie délycobacterium
tuberculosis(Roetzeret al, 2012; de Beeet al, 2013; Greeret al, 2013). D’autres études
épidémiologiques ont été effectuées en utilisanRFELP pour le typage de virus humain
comme le papillomavirus (Gasperetwal, 2008) et le cytomégalovirus (Madhavan and Priya,
2002) ainsi que le typage d'especes bactériennbss tgue Staphylococcus aureus
(Mehndirattaet al, 2009),Lactobacillus. delbruecki(Giraffa et al, 2003) etBacillus. spp.
(Shangkuaret al, 2000).

3.2.3Amplification aléatoire d’ADN polymorphe (RAPD)

* Principe
L’amplification aléatoire d’ADN polymorphe, plus moue sous le nom de RAPD pour

“Random Amplified Polymorphic DNA” a été décrite ypola premiere fois en 1990 par
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Williams et simultanément par Welsh (Welsh and Mti@hd, 1990; Williamset al, 1990).

Il s’agit d’'une réaction de PCR dans laquelle kegfents d’ADN sont amplifiés de fagon
aléatoire. Le principe est basé sur l'utilisaticang amorce courte unique définie de fagon
arbitraire (9 a 15 pb) qui s’hybride avec I'ADN ohmosomique a faible température
d’hybridation et va permettre d’initier I'amplifitan d’un certain nombre de régions du
génome (Figure 11). Cela suppose que deux amofieglsrident de part et d'autre d'un
segment d'ADN d'une taille compatible avec I'anigdiion. L'analyse par électrophorese sur
gel d’'agarose des fragments amplifiés donnera afil particulier, caractéristique de I'ADN
de départ. Plusieurs facteurs peuvent influencequalité du résultat par RAPD. Les
principaux sont la séquence de I'amorce utiliséeyg conditionner le nombre de cibles dans
'ADN génomique, la température d’hybridation etteneur en magnésium, ajustées pour
optimiser le niveau de spécificité, la pureté etdacentration des échantillons d’ADN, ainsi
que I'équipement et les réactifs utilisés pour @RP qui peuvent introduire une variabilité

conséquente sur les conditions réactionnellesrat dor les amplicons obtenus.

Individu A Individu B

Absence de site d'hybridation

— — — '] + '
A &
, PCR : amplification ,

*“ de fragments d’ADN vV
(M— -
— e B e — e —————
Amplification Absence d'amplification
Révélation
des fragments d'ADN i
'K par électrophorése | 4
A B

d'hybridation
de I'amorce
B Amorce

Polymorphisme
de sites
d'hybridation
d’'amorce

M
m

+

Figure 11: Principe de [I'amplification aléatoire d’ADN polymorphe (RAPD)

(www.gnis.org)
L'amorce unique de petite taille s’hybride sur tégions complémentaires de 'ADN génomique. Lorsdeax
amorces sont assez proches, I'amplification d’AD&t penzyme polymérase est possible et va génémer u

fragment ADN révélé sur un gel d'agarose par ébgpttorese
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Il est & noter que des variantes de la RAPD soaiiséds dont la M13-PCR. Cette
méthode est basée sur I'hybridation de I'amorce Mdidva cibler les séquences du phage du
méme nom qui s’est inséré de facon aléatoire dagénome de certaines bactéries. Elle a été
initialement utilisée pour le typage de lignéesagyotes humaines et animales (Vassadl,
1987).

» Avantages et inconvénients

Un intérét de cette méthode est de pouvoir amplger PCR différentes portions du
génome sans avoir a connaitre sa séquence. Ailtsipermet d'étudier des systémes
biologiques pour lesquels peu d’information sontpdnibles. Cette technique est
discriminante car le nombre et la localisation dd#ss d’hybridation des amorces varient
d’'une souche a l'autre dans une méme espece.isaiidn d’'une séquence d’amorce courte
permet statistiguement d’augmenter le nombre des sithybridation par rapport a une
amorce plus longue. D’autre part, les conditionactiénnelles sont ajustées de facon a
permettre des hybridations dont la spécificité njess stricte. La durée de mise en ceuvre de
cette méthode dépend du programme de I'amplifinagjoi peut durer plusieurs heures (8h).
Le principal inconvénient de la méthode est le m@nde reproductibilité et la nécessité
d’'une standardisation poussée pour compenserlaetire. Ainsi la RAPD doit étre réalisée
sur de ’'ADN génomique complétement intégre poueniv des résultats reproductibles.

Les conditions de spécificité plus drastiques en3fRCR qu’en RAPD permettent
d’obtenir une meilleure reproductibilité des anmipétions PCR (Guinebretiere and Nguyen-
The, 2003).

» Applications

La RAPD a été tres utilisée pour étudier la valibigénétique de plusieurs espéces
bactériennes, incluant d’'importants pathogénes’'iderime (Jinet al, 2006; Nathet al,
2010). Dans lindustrie alimentaire, la méthode erngs d’identifier les contaminants
présents sur les lignes de fabrication (Enesitll, 2000; Guinebretiere and Nguyen-The,
2003) mais également dans les produits finis teéslg lait pasteurisé (Eneroth al, 2001),
les jus de fruits (McKnighet al, 2010) ou encore dans la viande (Bytnal, 2001). La
M13-PCR est quant a elle une méthode actuellenregerinent utilisée pour le typage

fongique et bactérien, et plus particulierementsdancadre d’études épidémiologiques pour
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les bactéries pathogenes ou de dispersion géoquaplndersoret al, 1996; Birchet al,
1996 ; Ariaset al, 1998 ; Torrianiet al, 1999 ; Andrighetteet al, 2000; Aznar and Alarcon,
2002 ; Guinebretiere and Nguyen-The, 2003 ; Cocetiral, 2005; Rossetti and Giraffa,
2005; Manzanet al, 2009)

3.2.4rep-PCR

* Principe
La rep-PCR pour « Repetitive element sequence-REE&I» est une méthode de typage
qui permet la différenciation des organismes efisatit des amorces complémentaires de
séquences ADN répétées d’origine naturelle dispersé plusieurs copies au sein du génome
bactérien (Gilsoret al, 1984; Sterret al, 1984; Hultonet al, 1991; Lupski and Weinstock,
1992; Koeuthet al, 1995). La fonction de ces séquences d’ADN régétéa pas besoin
d’étre connue pour utiliser ces séquences afin éerahiner une empreinte génétique des
bactéries (Brumliket al, 2001; Meintaniset al, 2008; Adiguzelet al, 2009). Les amorces
complémentaires de ces séquences ADN répétéeqsisdes pour amplifier des régions
d’ADN situées entre deux sites de fixation de I'aceo Si la distance entre les deux amorces
est suffisamment courte, la région intercalaire sgmnthétisée au cours du cycle de la PCR.
Chaque amplification compatible avec les conditiaksmplification va ainsi générer un
fragment d’ADN. Des fragments de différentes tailleeront obtenus et ensuite séparés par
électrophorése en gel d’agarose. La détection rdgeents amplifiés résulte en un profil de
bandes qui correspond a I'empreinte génétique bdadeerie (Figure 12).
Malgré leur petite taille, les génomes bactériemsspdent une grande variété d’élément
de séquences repétées. La variabilite, la compleit la spécificité taxonomique des
répétitions des génomes microbiens sont similareglles trouvées chez les plantes et les
animaux. Ces répétitions peuvent étre dispersées ldagénome ou répétées en tandem au
niveau d’'un seubcus Elles peuvent étre de différents types :
» sequences REP ou « Repetitive Extragenic Palidrefeiments » de 35-40 paires de
bases (Gilsoet al, 1984; Sterret al, 1984),

» ERIC « Enterobacterial Repetitive Intergenic Cossen» de 124-127 paires de bases
(Hultonet al, 1991; Lupski and Weinstock, 1992),

» BOX, découvertes che&gtreptococcus pneumonjg&oeuthet al., 1995),

» STAR pour «Staphylococcus auretl®epeats » (Cramtogt al, 2000)
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Figure 12 : Principe de la méthode rep-PCR

Les amorces directe et reverse s’hybrident par temmgntarité sur les séquences répétées. L'enzyme
polymérase synthétise un fragment d’ADN comprisreeties deux amorces lors de la PCR. Les produits
d’'amplifications sont séparés par électrophoréseusugel d’agarose. La révélation des fragmentsndamn

profil de bandes correspondant a I'empreinte g§oétde la bactérie.

» Avantages et inconvénients

Tout comme la RAPD, la rep-PCR ne cible pas deaesémps spécifiques d’'une espece.
Les amorces peuvent doacpriori étre utilisées pour le typage de n'importe quelpece
bactérienne. Cependant, contrairement a la RAP®,alaorces utilisées sont spécifiques
d’'une séquence a amplifier ce qui permet un gaimepnoductibilité. Cette méthode est un
outil de qualité pour le typage bactérien car edenécessite pas d’'appareillage codteux, elle
est facile a mettre en application et ne demandeépaucoup de temps de manipulation. De
plus, le protocole de la rep-PCR peut étre rédliigéctement a partir de la suspension
bactérienne évitant ainsi I'étape d’extraction A[PNoodset al, 1993). Comme toutes les
techniques basées sur les méthodes de PCR, mdispensable de prendre les précautions
nécessaire afin d’éviter les contaminations podédieS notamment en intégrant plusieurs

témoins pour s’assurer de la qualité de la détectio
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» Applications

Du fait de sa facilité d'utilisation et de sa bomeproductibilité, de nombreuses études
ont appligué la méthode de la rep-PCR basée serdiypes de séquences telles que les
séquences REP, ERIC et BOX (Meintaeisal, 2008; Adiguzelet al, 2009; Inanet al,
2011). Cette technique a été trés largement ap@igqes derniéres décennies pour I'étude
épidémiologiqgue moléculaire et le classement desraoiganimes de I'environnement
(Snellinget al, 1996; Versalovic and Lupski, 1998; Sachdeva aimdi\2004; Mohapatrat
al., 2007; Rademakest al, 2008; Kataraet al, 2012). Cette méthode a eégalement été utilisée
pour I'étude de I'écologie et de I'évolution miciebne (Guinebretieret al, 2001; Manzano
et al, 2009). Du fait de sa forte sensibilité pour Engtypage bactérien au niveau de la
souche, la rep-PCR est utilisée pour de nombreunxegect especes bactériennes, corime
coli, Listeria, Brevibacterium, ClostridiummAcinetobacteret Salmonella (de Bruijn, 1992;
Alveset al, 2002 ; Spigaglia and Mastrantonio, 2003 ; @aal, 2010).

3.2.5Analyse de plusieurs loci VNTR (MLVA)

* Principe
La MLVA (Multi Locus Variable-number-tandem-repe@NTR) Analysis) est une

méthode de génotypage basée sur l'analyse polyngomphde plusieurdoci de VNTR
localisés sur le génome. |l s’agit de courtes sece® d’ADN répétées en plusieurs copies
successivement sur un méroeus dont le nombre varie en fonction des individuss Le
VNTRSs peuvent appartenir a la classe des micrdsase(entre 2 et 10 nucléotides) ou des
minisatellites (entre 10 et 100 nucléotides). Oat sles répétitions en tandem qui présentent
un polymorphisme de longueur. lls sont largemespelisés dans les génomes humains et
bactériens (Lupski and Weinstock, 1992; van Bellainal, 1998; Vergnaud and Denoeud,
2000). Dans les génomes bactériens|desde VNTR ont été localisés dans les régions non-
codantes ainsi que dans les génes. Les VNTRs pe@mn une source importante de
polymorphisme génétique pour le typage des sough@se a leur évolution rapide (van
Belkum et al, 1998; van Belkunet al, 2001; Fourniert al, 2004). Pour chaquiecus de
VNTR, le nombre de répétitions du motif peut étégtedminé par amplification PCR en
utilisant des amorces complémentaires qui vont bsidgr sur les régions flanquantes
conservées des VNTRs. La taille du fragment angplifarie en fonction de la taille et du

nombre d’unité répétées. Les amplicons sont obseagées une migration électrophorétique
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sur un gel d'agarose ou par électrophorése cagilldie profil électrophorétique des
amplicons peut étre analysé pour révéler le gémogtpinférer les relations phylogénétique
des souches (Figure 13) (Keghal, 2000; Tenoveet al, 2007).

Sur une méme espéce bactérienne Identification des profils de bandes

Locus 1 (VNTR) A B C

A >{000O0= —
PCR

— | _

B ~HDIODDOOE<

;

=00

—» Amorce directe

< Amorce reverse

Figure 13 : Principe de la technique MLVA

Sur un locus VNTR identifié au préalable, des amerspécifigues vont s’hybrider au niveau des région
flanquantes du VNTR pour chaque souche étudiée é4,8). Aprés une amplification classique par PER,
fragments sont déposés sur un gel d’agarose poairséparés par migration électrophorétique. Lietaies
fragments amplifiés va dépendre du nombre de tépétn tandem (TR) présent dans le VNTR. Le nondere
TR peut varier d'une souche a l'autre au sein da@ae espéce ce qui rend cette méthode trés disarita.

» Avantages et inconvénients
Bien que la MLVA soit une technique peu colteuapjde, tres discriminante avec une
haute résolution pour le typage, et facilementadpctible, les VNTRs évoluent souvent trop
rapidement pour fournir une relation phylogénétidiadle parmi les souches étroitement

liées (Monotet al, 2008). C’est pourquoi la MLVA est plutot adapfrir les études sur une
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période courte (par exemple a I'échelle d’'un épasimdectieux). D’autre part, cette approche
peut se révéler beaucoup plus discriminante quietmiques ciblant un seul site, comme le
ribotypage ou la PCR-RFLP. Elle est particulieretragtaptée pour les génomes qui évoluent
peu. Enfin, un dernier avantage de cette approshia gossibilité de I'utiliser sans nécessité
d’isoler la souche a typer, car les séquencesmescas peuvent étre spécifiques de I'espéce.
Cependant, comme il a été mentionné dans le patagrarécedent, I'amplification des
VNTRs nécessite I'utilisation d’amorces complémeptgui vont s’hybrider sur les régions
flanquantes. Le développement des amorces imptiqne que la séquence du génome de la
bactérie a typer soit connue. Bien qu’'une multitddeséquences de génomes bactériens soit
disponible dans les bases de données, le génomertdénes especes bactériennes n'est pas
encore séquencé. L'utilisation de cette méthodeatiel®m une vérification au préalable d’'un
certain nombre d’éléments pour qu’elle soit applieaPlusieurs VNTRs peuvent étre utilisés
simultanément de fagon a augmenter la discrimindtitra-espece si cela est nécessaire. Par
exemple, une étude sBr anthracis agent responsable de I'anthrax, a montré quellyae

par MLVA était plus discriminante avec 25 VNTR'apxec huit VNTR (Le Flechet al,
2001; Listaet al, 2006 ).

» Applications

Bien que la fonction biologique et les mécanisniésalution des VNTRS ne soient pas
completement connus, la MLVA a été largement @ipsur 'identification épidémiologique
des souches bactériennes, en raison de son impg@adaroir de discrimination. AinsB.
anthracis(Keim et al, 2000; Le Flechet al, 2001, Listaet al, 2006),Clostridium difficile
(van den Berget al, 2007) Brucellaspp (Le Flechet al, 2006),Escherichia coli(Sekseet
al., 2011; Williamset al, 2013b) Listeria monocytogend&unestacet al, 2013),Legionella
pneumophilaViscaet al, 2011),Yersinia pestifLe Flecheet al, 2001) ainsi que d’autres
agents pathogenes tels glwycobacterium Enterococcus Stapylococcus Neisseria et
Salmonella(Lindstedt, 2005) ont fait I'objet d’études aveette approche. Pour certaines
especes, le typage avec la MLVA était plus diseranie que d’autres méthodes comme la
PFGE (Killgoreet al, 2008) et la MLST (Killgoreet al, 2008; Haguenoest al, 2011). Ainsi
la MLVA est utilisée dans de nombreux domaines pligptions notamment le typage des
souches utilisées lors des attaques bioterrorjse§&lecheet al, 2006; Listaet al, 2006) ou
le typage des souches présentes sur les lignesodagtion alimentaire (Sealket al, 2012;
Dhakalet al, 2013).
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3.2.6 Amplification des fragments issus de restrictionyamatique (AFLP)

* Principe

La méthode AFLP, ou « Amplification Fragment Lengtblymorphism », a été décrite
pour la premiére fois par Vos et Zabeau en 1998. deimbine I'analyse par les enzymes de
restriction avec une amplification par PCR (Figd#). Cette technique est une méthode
hautement sensible pour la détection du polymonpéid’ADN bactérien (Vogt al, 1995).
Le typage par la méthode AFLP est réalisé en tétepes. L’ADN génomique est tout
d’abord hydrolysé par deux enzymes de restrictiont ddune a un site de restriction rare et
'autre un site spécifique retrouvé plus fréquemmdans le génome. La ligature des
adaptateurs est ensuite réalisée aux extrémitésfignés des fragments générés. Enfin,
I'amplification des fragments de restriction estli®ee a I'aide d’amorces qui s’hybrident au
niveau des adaptateurs du site de restriction. Gompour les autres méthodes utilisant un
profil ou une empreinte génétique, les fragmentdNAi2uvent étre détectés par révélation de
I'ADN aprés séparation électrophorétique sur gefjarose ou bien a I'aide d’'un séquenceur
d’ADN automatisé (Voset al, 1995; Zhaoet al, 2000). La méthode AFLP fluorescente
(FALFP) est une variante de la technique convengtia qui utilise des amorces marquées
par fluorescence pour I'amplification d’ADN et uBgaienceur d’ADN automatisé pour la
détection des fragments. Cela permet d’obtenir wdsolution beaucoup plus élevée
contrairement au systeme de détection classique laveapacité d’identifier des fragments
ADN dont la taille n’est différente que d'une sepkare de base (Zhaat al, 2000; Mortimer
and Arnold, 2001; Scott al, 2001). L'analyse assistée par ordinateur du nengbrde la
taille des fragments générés pour chaque soucheerg’aessentielle pour I'analyse

phylogénétique.
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A) Préparation de la reaction Msdl adaptatet
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Figure 14 : Principe de la méthode AFLP

Dans un premier temps, I'’ADN génomique est clivé pgs enzymes de restriction sélectionnées. Des
adaptateurs, dont une extrémité est identiquetaidsi coupure des enzymes de restriction, vorikeede part

et d'autre du fragment ADN sous l'action de la $igaEnsuite, une amorce spécifique complémentare d
chaque adaptateur va pouvoir s’hybrider sur lerfreigt ADN puis va étre amplifié lors de la PCR. Bnfes

fragments ADN vont étre révélés aprés une migratlentrophorétique sur gel d’agarose.
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» Avantages et inconvénients

Le pouvoir discriminant de l'analyse par AFLP esinpipalement déterminé par la
combinaison des enzymes de restrictions choisiés mbmbre de nucléotides des amorces.
L’analysein silico de séquences ADN génomique bactérien peut étrséatipour déterminer
la combinaison des enzymes de restriction et laes@p des amorces les plus informatives
possible pour le typage bactérien (Keto-Timoeeal, 2003; Rombautst al, 2003; Bikandi
et al, 2004; Kiviojaet al, 2005). Relativement peu de paires d’amorces giigées pour
visualiser un grand nombre deci dans l'analyse AFLP. Ldsci peuvent étre amplifies
simultanément dans une seule réaction PCR. En gghérale, 50 a 100 fragments de
restriction sont co-amplifiés pour obtenir un prafé bandes (Caballemt al, 2013). Cette
technique est robuste, reproductible et a été t#écomme étant autant discriminante que la
PFGE, la RAPD et la RFLP mais plus discriminante d@ MLST (Zhaoet al, 2000;
Feberweeet al, 2005; Gzylet al, 2005; Melleset al, 2007). Le principal avantage est qu’elle
ne requiert pas obligatoirement la connaissancdod@ées de séquence génomique (®bos
al., 1995; Mueller and Wolfenbarger, 1999). Elle exigpendant de 'ADN de bonne qualité
pour s’assurer d’'une bonne reproductibilité de lathude. Le désavantage majeur de la
méthode est la nécessité d'utiliser un équipemiamadlse automatisé lorsque le nombre de
fragments est trop élevé (Mortimer and Arnold, 2001

» Applications

L'’AFLP a souvent été utilisé dans le typage ldeteria monocytogenessolés de
I'environnement ou d’échantillons alimentaires (@aet al, 2002; Autioet al, 2003; Parisi
et al, 2010). Cette méthode est également tres utipeée les études épidémiologiques de
nombreux pathogénes tels g@stridium spp. (McLauchlinet al, 2000; Keto-Timoneret
al., 2005; Keto-Timoneret al, 2006) Escherichia coli(Arnold et al, 1999; Lyodaet al,
1999) etSalmonellaspp. (Aartset al, 1998). Enfin, la haute résolution de la méthaoesi
que son fort pouvoir de discrimination a permisestains auteurs d’utiliser I'AFLP pour
déterminer les liens phylogénétiques entre les cespéGarcia-Pereir@t al, 2010) et

notamment au sein du genfiebsiella(Jonaset al, 2004).

Les méthodes basées sur I'analyse des profils deatiin des fragments d’ADN sont
largement utilisées pour le génotypage bactériere §kconde catégorie de méthode repose

sur le séquencage de ’ADN par I'étude du polymmiple des séquences.
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3.3Les méthodes basées sur le séquencage des géenes
3.3.1Typage a partir de genes portés par plusieurs I(MLST)

* Principe

La MLST (Multilocus Sequence Typing) est une tegnei basée sur les méthodes de
séquencage d’ADN et vise a déterminer les variatiafiéliques dans plusieurs genes
conservés. Des fragments internes d’environ 500epplusieurs, souvent sept, génes, appelés
genes de ménage, sont séquencés pour chaque Gatatlongueur de fragment d'’ADN a été
choisie car le fragment peut étre séquencé avexs® sur les deux brins en utilisant une
seule paire d'amorces. Chez la plupart des bastpathogenes, cette longueur de fragment
présente une variation suffisante pour identifierndmbreux alléles différents au sein de la
population. Pour chaque gene, les différentes s@ggesont affectées comme alléles et les
alleles des segoci fournissent un profil allélique, qui définit clament un séquence-type
(ST) de chaque isolat. Les séquences qui diffemmt,un mémeoci, d’'un seul nucléotide
sont assignées comme des alléles différents. Leoreoimportant d’alléles pour chaqleei
étudié offre la capacité de distinguer des milkac®e profil ST. Une souche qui porterait
I'alléle le plus commun a chacun des sept lociisezacontrée par hasard seulement une fois
tous les 10 000 isolats. La plupart des profilélajles sont donc trés rares et il est trés peu
probable que deux isolats indépendants aient leen®@Mm(Spratt, 1999).
Les liens de parentés entre les souches sontigési@ I'aide d’'un dendrogramme en utilisant
une matrice qui va comparer les differences ergseprofils alléliques deux a deux. Le
dendrogramme est un moyen pratique pour identé®isolats qui ont des profils alléliques
identiques ou trés similaires que l'on peut suppée dérivés d'un ancétre commun (Spratt
and Maiden, 1999).

» Avantages et inconvénients

L’'un des principes de la MLST est de se focalisgrdes génes qui ne sont pas soumis a
des pressions sélectives rares, et qui se divarsiientement par I'accumulation aléatoire de
variation neutre ou presque neutre. Ainsi, ils mgsent des informations beaucoup plus
fiables sur les relations entre les isolats. Taigefces génes ont des séquences relativement
uniformes de sorte que l'analyse d'un seul germaifait trop peu de discrimination pour étre
utilisé seul pour le typage moléculaire. C’est i I'utilisation de sept genes de ménage

est requise pour la MLST. L’avantage primaire ditecenéthode est qu’elle est parfaitement

( 1
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reproductible quel que soit le laboratoire puidgw’iagit de séquencage. Il n'y a pas
d’ambiguité d’interprétation des résultats commecades profils de migration multibandes.
De plus, elle permet I'échange facile des donnéé® daboratoires. Actuellement, les bases
de données MLST sont disponibles pour au moins rgadnismes dont 75 bactéries, trois
champignons et un protozoaire (Pérez-Losatal, 2013). L'inconvénient majeur de la
méthode MLST est la nécessité de connaitre la séquie régions conservées des genes de
ménage afin de pouvoir séquencer les fragmentsablas (Parkhillet al, 2003).
L’application de la méthode peut étre limitée pamianque de diversité dans les génomes
complets ou dans les géenes de ménage de certaimsgpaes. Enfin, cette technique est

encore codteuse pour des analyses de routine.

» Applications

La popularité de la MLST est conduite par sa fekitl’utilisation et son pouvoir de
discrimination. Par conséquent, ces derniéres anrniéey a non seulement eu une
augmentation dans la disponibilité des schémas d4&TMet des séquences types, mais
également une diversité du domaine d’applicationlalenéthode. Bien qu’initialement
développé pour l'identification de pathogénes paatie moléculaire (Maideet al, 1998),
les données de séquences MLST ont été appliguéisuties aspects de I'épidémiologie
moléculaire tels que la transmission de maladieriiMat al, 2012) ou I'évolution de la
virulence (Matsunaret al, 2012), ainsi que la santé publique avec le @& programmes
de vaccination (Adetifat al, 2012). La méthode MLST est également utilissesdd’autres
domaines de recherche tels que la phylogéniextantanie, la spéciation et la génétique des
populations (Henssget al, 2011; Yeoet al, 2011; Guinebretieret al, 2013; Yanget al,
2013).

3.3.2Séquencage de régions intergéniq(MST)

* Principe
La MST (Multispacer sequence typing) est une tepimide génotypage basée sur le
séquencgage de plusieurs régions intergéniquesrhantevariables et qui a été récemment
appliguée pour la premiere foisYeersinia pestisen 2004 (Drancourét al, 2004). Cette
méthode est basée sur le fait que les séquenc&N\di#on codant, qui est moins sujet a la

pression sélective, varient plus que celles desomégcodantes, et de ce fait sont plus

——
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discriminantes lors du typage de souches bactéser(hi et al, 2006). Les régions
intergéniques utilisées comme marqueurs sont @soparmi les régions non codantes variant
le plus entre les génomes alignés de plusieurshsesu@au sein d’'une méme espéce
bactérienne, ou entre les especes proches si sntlem génome est disponible pour une
espeéce donnée (Drancowet al, 2004; Fournieret al, 2004; Li et al, 2006). Avec
'accumulation rapide de séquences de génomesriganstéet I'augmentation du nombre
d’espéeces pour lesquelles deux génomes sont didpsnies régions intergéniques hautement
variables sélectionnées par comparaison des géndmasnnent plus représentatives et
puissantes pour le typage des souches bactéri€nnesal, 2009). Apres I'amplification et

le séquencage, chaque variation de séquence d’AdiY des régions intergéniques fournit
une séquence type (ST). L’association de plusi8lissprovenant de I'étude de chaque région
intergénique permet d’obtenir un génotype MST qai pouvoir étre utilisé pour I'étude
génotypigue des souches. Bien que ce soient lesem@wonditions d’application que la
MLST, elle est plus appropriée pour faire du typagedes espéces dont le génome varie trés
peu. Cette technique a ainsi permis d’établir desétations fiables de génotypes MST avec
une distribution géographique et des manifestatmimques de souches (Drancowitt al,
2004; Fournieet al, 2004; Goleset al, 2013).

» Avantages et inconvénients

La MST est une méthode basée sur des techniquesiqula de PCR. Ainsi elle a le
potentiel de pouvoir étre utilisée directement des échantillons sans étape de culture
bactérienne comme réalisé avec succes dans leetypj. pestis qui provenait de pulpe
dentaire datant de 1500 ans (Drancetidl, 2004). Un autre avantage de la MST réside dans
le fait que les amorces utilisées peuvent étrestd®idans les régions conservées de part et
d’autres des régions intergéniques. Enfin, une llesdonnées disponible en ligne, MST-
Rick, permet de comparer ses propres séquenceégidas intergéniques et de déterminer des

génotypes MST.

» Applications

La méthode MST a été appliquée avec succes sueptagpathogénes de 'homme tels
queY. pestigDrancourtet al, 2004),Rickettsia conori(Fournieret al, 2004; Wenjuret al,
2009), Rickettsia prowazekiizhu et al, 2005),Coxiella burneti(Mediannikovet al, 2010),
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Bartonella hensela¢Yanagiharaet al, 2010) etBartonella quintangFoucaultet al, 2005).
Récemment, la MST a été utilisé pour évaluer lemite génétiqgue dB. henselaeet R.
conorii directement a partir d’échantillons de ganglionshins (Liet al, 2007). Bien que
les régions intergéniques soient considérées codemanarqueurs évoluant rapidement, la
MST a réussi a établir des corrélations fiables gdaotype MST avec la distribution
géographiques, les manifestations cliniques etdéipiologie des souches (Drancoattal,
2004; Fournieret al, 2004; Zhuet al, 2005; Liet al, 2006; Liet al, 2011; Goleskt al,
2013).

Bien que les méthodes de séquencages décritessuisdalécrivent au plus pres les
relations entre les souches, une troisieme cagglei méthode basée sur I'hybridation de

I’ADN permet de déterminer le pourcentage d’homaamtre les souches étudiées.

3.4 Les méthodes basées sur I'hybridation ADN
3.4.1Hybridation ADN-ADN

* Principe

L’hybridation de I'ADN est fondée sur les proprigté’appariements des bases
complémentaires d’acides nucléigues. Ce principaiiissé comme un outil de phylogénie
pour déterminer les liens de parenté entre lescesp@ais également pour différencier les
especes entre elles. La méthode se déroule en dtapes. La dénaturation de 'ADN
génomique (étape 1) est entrainée par un chauffeagressif de la solution d’ADN double
brin ce qui va provoquer la rupture des liaisondrogenes présentes entres les bases azotés
des nucléotides et permettre la séparation des Heng complémentaires. Deux liaisons
hydrogenes sont établis entre les bases adénineftby(AT) et trois entre les bases
cytosine/guanine (CG). L'énergie pour séparer tess li’'acides nucléiques dépend donc de
leur longueur et de leur composition en AT et C@.température a laquelle la moitié des
molécules d'ADN est dénaturée est appelée températa fusion (Tm). Deux brins
monocaténaires issus de deux ADN différents soatamicontact a température élevée (Etape
). En réduisant progressivement la températues, latins non spécifiques vont s‘apparier. La
molécule bicaténaire obtenue, appelée hétéroduptesséde une proportion plus ou moins
grande de bases complémentaires qui établisseetatds de nouvelles liaisons hydrogénes.

Enfin, les différents héteroduplex sont chaufféesypessivement (Etape IIl). La température
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a laquelle 50 % des liaisons hydrogene sont rompseRiesurée puis comparée a celle de la
molécule ADN témoin. Il y a proportionnalité enttécart de ces deux températures et le
nombre de liaisons établies lors de I'hybridati®tus la température de dénaturation est
proche du Tm de la molécule ADN témoin, plus lailsinté entre les bases complémentaires

est grande et donc les espéces proches.

» Avantages et inconvénients

Cette méthode est encore considérée aujourd’huimmonti « étalon d’or » pour
déterminer le niveau de parenté entre les esp€test. une méthode qui fournit une meilleure
résolution que le séquencage de 'ADNr 16S (Stacketi and Goebel, 1994). Basée sur une
hybridation de 'ADN, elle ne nécessite pas d’étdaenplification.

» Applications

Le pourcentage d’hybridation ADN-ADN est utiliséysda délimitation des especes. Les
especes bactériennes sont considérées comme deegiae souches partageant 50 a 70% de
réassociation d’ADN et 5 a 7% de la stabilité thgue des hétéroduplex (Ursirgg al,
1995). Cette méthode est la pierre angulaire daxanomie microbienne moderne. Elle est
couramment utilisée pour faire évoluer la taxonorete de nombreux exemples sont
disponibles témoignant de son efficacité (Nazahal, 2001; Nazinat al, 2005; Coorevitet
al., 2012)

3.4.2Hybridation sur puces ADN

* Principe
Les puces a ADN sont la miniaturisation de I'hybtidn permettant d’identifier
simultanément des milliers de molécules différentEacides nucléiques d'un micro-
organisme. Le principe repose sur la propriété possede I'ADN dénaturé de reformer
spontanément sa double hélice lorsqu'il est p@té &2 un brin complémentaire (réaction
d'hybridation). Une puce a ADN est un ensemble d&cules d’ADN rangées et fixées sur
un support d’'une petite surface qui peut étre dueyedu sillicium ou du plastique. Les
molécules d'ADN fixées sur la lame sont appeléessoadeset peuvent étre fixées par
dizaines de milliers sur une méme puce. L'inculmatie la puce avec de 'ADN a étudier

préalablement marqué par un colorant (soit la Qy&Bi(fluorochrome vert) soit la Cyanine 5
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(fluorochrome rouge)), conduit dans des conditidasstringence élevée, a leur hybridation
avec les cibles correspondantes. Cette hybridasbdétectée et localisée puis 'ensemble des
signaux produits fait I'objet d’'un traitement infoatique. Il est donc possible d’obtenir des
profils différents d’hybridation (reflétant des fdifences de séquences), voire la séquence
d’'un géne ou d’'une portion de genes, en fonctissdadesoligonucléotidiques hybridées.
Le choix desondessynthétisées sur la puce sera fonction du gerti@é&nome étudié.

» Avantages et inconvénients

Les puces a ADN semblent étre le point ultime dedlution des techniques de biologie
moléculaire appliquées a la microbiologie. Une himpest un outil trés puissant pour I'étude
du transcriptome ainsi que la diversité bactérietinexiste deux types de puces a ADN : les
macroarrays et les microarrays, qui different emcfion de la taille et du nombre dendes
déposées sur le support. Les macroarrays peuveréerio jusqu’a 5000sondeset les
microarrays jusqu’a un million. La méthode des puaeADN s’avere étre rapide, spécifique
et efficace. La production des puces nécessitencieype un appareillage spécifique et couteux

y compris pour la détection de I'hybridation.

* Application

La technique des puces a ADN est rapidement devemueutil efficace pour I'étude du
transcriptome (Severinet al, 2007; Gaillardet al, 2010) et la diversité génétique des
bactéries (Hacia, 1999; Garaizatral, 2006). Elle a également été utilisée pour ladiéte
de bactéries pathogenes responsable d'intoxicatdimentaire telles quelisteria
monocytogensStaphylococcus aureusStreptococcus agalactiagenterobacter sakazakii
Escherichia coli O157:Hy7 Vibrio parahaemolyticus Salmonella spp., Pseudomonas
fluorescensShigellaspp et Clostridium perfringenglans le lait et la viande (Chiarmg al,
2012; Kupraditet al, 2013). Une puce a également été construite ésanti les séquences
ADN du génome partiel de 34 souches isolées d'aimaltérés comprenant les especes
Bacillus subtilis Bacillus licheniformis Bacillus pumilus Bacillus sporothermodurans3.
cereus Bacillus coagulansGeobacillus stearothermophilu&eobacillus thermocatenulatus
Geobacillus toebiet Geobacillussp., (Casperst al, 2012).
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Chapitre 2 Matériel et Méthodes

Chapitre 2

Matériel et Méthodes

1.1Les souches et les conditions de cultures

1.1.1Geobacillus stearothermophilus

Un total de 155 isolats d8. stearothermophilugtait disponible dans la collection du
CTCPA (f. Chapitre 3, Supplementamable S1) Parmi ceux-ci, 144 isolats ont été isolés de
conserves alimentaires non stables a 55°C entré @0P010 (Andréet al, 2013). Six isolats
ont été obtenus a partir de prélevements effectueane ligne de transformation de légumes.
Les isolats ont ensuite été stockés a -80°C dassudms contenant des cryobilles et une
solution de conservation (AES Chemunex, Bruz, Feant’ensemble des isolats a été
identifie commeGeobacillus stearothermophilsoit a I'aide d’'une méthode d’amplification
d’ADN spécifique appelé SporeTraQ™ (Prevost et 2010) qui cible une région d’ADN
correspondant a une séquence interne transcriggede codant 'ARNr 16S-23S, ou par le
séquencgage partiel de la région codant 'ARNr 16i8g souches d&. stearothermophilus
ont été obtenues de la collection DSMZ (DeutschearSlang von Mikroorganismen und
Zellkulturen, Braunschweig, Germany). La DSM 22l&tDSM 297 ont été isolées de
conserves altérées alors que l'origine des DSM 588M 2313 et DSM 6790 n’est pas
spécifié.

Deux a trois billes des stocks de conservationébéitdéposées dans un bouillon coeur-
cervelle (BHI) avant d’étre incubé pendant 48h &%8Jn volume de 500 pL de cette pré-
culture a été inoculé dans un bouillon BHI puiscpla 55°C pendant 16h. Cette pré-culture

finale a été utilisée pour les inoculations suieant

1.1.2Moorella thermoacetica/thermoautotrophica

Un total de 142 isolats dd. thermoacetica/thermoautotrophiéait disponible dans la
collection du CTCPAdf. Chapitre 4, 2.3.Table 1). Parmi ces isolats, 135 ont été isolés de
conserves alimentaires non-stables a 55°C entréd 20010 (André et al.,, 2013). Cing
isolats ont été obtenus a partir d’échantillonsals prélevés sur des parcelles de terre ou sont
cultivés des légumes en Bretagne. L'ensemble deisteats a été identifié commigl.

thermoacetica/thermoautotrophigaar PCR spécifique ou séquencage partiel de l@rrég
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Chapitre 2 Matériel et Méthodes

codant 'ARNr 16S Une souche a été obtenue a partir de la colled8MZ (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Brsehweig, Germany). La DSM 521
est la souche type. Elle a été isolée en 1942 mefude cheval. Enfin, une derniére souche a
été obtenue a partir de la collection ATCC (Amaridaype Culture Collection, Molsheim,
France). L'origine de la souchd. thermoaceticBATCC 39073 n’est pas connue mais son
génome a été entierement séquencée en 2008 (Bieakce2008). Les isolats ont été stockés a
-80°C dans une solution cryogénique de conservatvea des billes (AES Chemunex, Bruz,
France).

Deux a trois billes des stocks de conservation &étdéposées dans un bouillon de
Rosenow modifié (complémenté 1g/L d’amidon soluldahs un tube autoclavé et dégazé
dans un bain d’eau a 100°C pendant 10 minutes (Rp$BioRad, Marnes-la-Coquette,
France) pour créer I'anaérobiose. Cette dernietec@sservée en coulant une couche de
paraffine en surfusion dans le tube avant incubhai&5°C pendant sept jours. Un volume de
500 pL de cette pré-culture a été inoculé dansauillon ROSmp placé dans les mémes
conditions d’anaérobiose avant d’étre incubé comgg a 55°C. Cette pré-culture finale est

utilisée pour les inoculations suivantes.

1.2 Protocoles d’extraction d’ADN génomique

Pour G. stearothermophilus]00 pL de la pré-culture finale est étalée sur géese
dextrose tryptone agar (DTA) et incubé pendant 1@Gh 55°C. Pour M.
thermoacetica/thermoautotrophican volume de 200 uL de la pré-culture de cinqgoest
étalé sur une gélose Viande-Foie base modifié (&&mmgmnté de 2g/L d’extrait de levure, 1g/L
d’amidon soluble et 9g/L d’agar) avant d’étre inéud 55°C pendant sept jours dans des
boites avec des générateurs d’anaérobioses Genfmar ABiomérieux, Craponne, France).

Les colonies obtenues vont servir pour les exwastd’ADN suivantes.

1.2.1Extraction d’ADN par la méthode InstaGene™

L’identification des colonies sur boites obtenupsea une étape d’isolement est réalisée
a partir d’'un échantillon ADN extrait avec le kitstaGene™ Matrix (BioRad). Pour cela, une
oese de cultures bactériennes est mise en solddios 100 pL d’eau stérile. Un volume de
200 pL de matrix InstaGene™ est ajouté dans le tuibeest vortexé puis incubé 25 min a

56°C. Apres agitation, le tube est placé a 98°CGdaen8 min. L'ADN est récupéré dans le
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Chapitre 2 Matériel et Méthodes

surnageant aprés une centrifugation a 13 000 rprdgoe 1 minute. L’ADN est placé a -20°C

jusqu’a son utilisation.

1.2.2Extraction d’ADN par la méthode au phénol/chloraofar

L’ADN des souches bactériennes a été extrait sklgorotocole établi précédemment
(Guinebretiereet al, 2003). Brievement, deux oeses de culture baotée® sont directement
suspendues dans 550 pL de tampon d’extraction (§o#im dodecyl sulfate, 200 mM Tris-
HCI (pH 8), 20 mM EDTA, 200 mM NacCl). La suspensiest incubée a 55°C pendant 30
min pour les souches d&. stearothermophiluset 1h pour les souches d#l.
thermoacetica/thermoautotrophies présence de 25 pL de protéinase K (10 ug/nADN
est extrait avec un volume de phénol. Apres ungriggation 10 000 g pendant 5 min, le
surnageant contenant I'ADN est mélangé avec unmelwe phénol puis centrifugé de
nouveau 10 000 g pendant 5 min. Un volume de chloroforme est &au surnageant,
centrifugé 10 000 >g pendant 5 min puis le surnageant est placé dahsu&7d éthanol
absolue a -20°C puis laissé pendant 16h a -20°@sAgentrifugation 10 000 gcpendant 20
min, le culot d’ADN est lavé avec 1000 pL d’éthar@% a -20°C. L’ADN est ensuite
réhydraté dans 50uL d’eau milliQ ultra pure stépilés incubé 15 min a 37°C avec 2 uL de
RNAse A (0,7U/uL). L’ADN est quantifié par lectude I'absorbance a 260nm (NanoQuant
Plate™ Infinite® M200, Tecan Autriche). L’échantifi est stocké jusqu’a son utilisation a -
20°C.

1.3 Typage moléculaire

1.3.1La méthode M13-PCR

La méthode utilisée suit le protocole précédemnudrit par Guinebretieret al,
(2003). Le mélange réactionnel est composé de 5DAIQN, 4,8 uM d’amorce PM13 : 5'-
GAGGGTGGCGGCTCT-3' (Eurogentec S.A., Seraing, Baigi, 6 mM MgC} (Sigma-
Aldrich), 1,25 mM de chaque dNTPs (Eurogentec), 106t/vol) dimethyl sulfoxide (Sigma-
Aldrich) et 1,5 U d’enzyme ADN polymérase Diamdfad® (Eurogentec) dans le tampon du
fournisseur. L'amplification ADN a été réalisée dale thermocycleur GeneAmp® PCR
System 9700 (Applied Biosystems, USA). Les paragsetiu cycle PCR comprenaient une
étape de dénaturation a 94°C pendant 3 minutegesigv35 cycles constituées d’'une étape a
94°C pendant 1 minute, 40°C pendant 1 minute &Cg&ndant 8 minutes, ainsi qu’une

étape d’extension finale a 68°C pendant 16 minddescontréle négatif comprenant de I'eau
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Chapitre 2 Matériel et Méthodes

milliQ ultra pure stérile a la place de I'échamtiil ADN et un contréle positif avec de 'ADN
de Bacillus cereus ATCC 14579 produisant un profil de bande connueétainclus dans
chaque PCR.

Les produits d’amplifications sont analysés pactétghorése sur un gel d’agarose a
1,5% avec le marqueur de poids moléculaire Smaddér (Eurogentec). Les gels sont
colorés a l'aide du Bromure d’Ethidium puis viseah et photographiés sous UV dans un gel
imager (Molecular Imager® Gel Doc™ XR System 170@1BioRad, France). La détection
des bandes, le coefficient de similarité et le degchmme sont déterminés avec le logiciel
BioGene 99.04 (Vilber Lourmat, Marne-la-Vallée, ikza). Un dendrogramme a été construit
a partir de la similarité des profils de bandesnbs avec la méthode M13-PCR. Le témoin
positif B. cereusATCC 14579 a été choisi afin d’évaluer la variabilgénérée par les
analyses (PCR, électrophorése, analyse d'image)ptaduits d’amplifications des témoins
positifs ont été déposés sur chaque gel et lesiprdé bandes ont été comparés pour

déterminer l'intervalle de confiance du dendrograanm

1.3.2La méthode REP-PCR

La méthode de typage REP-PCR a été utilisée comraeégemment décrit par
Versalovicet al, 1994. Le volume total de la réaction de 25uL epait 50 ng d’ADN, 2,4
UM de chaque amorce REP 1R-I (5’ Il IGC ICG ICGAICCI GGC 3') et REP 2-I1 (5’ ICG
ICT TAT CIG GCC TAC 3) (Eurogentec), 1,25 mM deacjue dNTPs (Eurogentec), 3 mM
MgCl, (Sigma- Aldrich), 10% (vol/vol) dimethyl sulfoxidéSigma-Aldrich) et 1,5 U
d’enzyme ADN polymérase Diamonbag® (Eurogentec) dans le tampon du fournisseur.
L’amplification ADN a été réalisée dans le thermdeur GeneAmp® PCR System 9700
(Applied Biosystems, USA). Les paramétres du cyefeR comprenaient une étape de
dénaturation a 94°C pendant 3 minutes suivie dey8tes constituées d’'une étape a 94°C
pendant 1 minute, 40°C pendant 1 minute et 65°@a& 8 minutes, ainsi qu'une étape
d’extension finale a 65°C pendant 16 minutes. Untrébe négatif comprenant de l'eau
milliQ ultra pure stérile & la place de I'échamtiil ADN et un contréle positif avec de 'ADN
de Bacillus cereusATCC 14579 produisant un profil de bande connueétainclus dans
chaque PCR.

Les produits d’amplifications sont analysés pactétghorése sur un gel d’agarose a

1,5% avec le marqueur de poids moléculaire Smaddér (Eurogentec). Les gels sont
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Chapitre 2 Matériel et Méthodes

colorés a l'aide du Bromure d’Ethidium puis viseahb et photographiés sous UV dans un gel
imager (Molecular Imager® Gel Doc™ XR System 170@1BioRad, France).

1.3.3La méthode MLVA

Le programme « The Microorganisms Tandem Repeatab@se » (TMTRD) (Grissat
al., 2008), disponible en ligne: http://minisatellitepsud.fr, a été utilisé pour identifier les
régions répétées sur le génomeMimorella thermoacetica TCC 39073. Un total de 19 loci
VNTR a été potentiellement identifié, et neuf loait été choisis en fonction de la taille de la
séquence réepétéee (100-500 bp) et du nombre de CepieNeuf couples d’amorces ont été
développés a partir des regions flanquantes degpadtautre (500 pb) du loci VNTR en
utilisant le logiciel en ligne: Primer BLAST (httfwww.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/). Les couples d’amorces ont été désignésMaavioo-| (cf. chapitre 42.3.2 table 2)
Le mélange réactionnel (25 puL) de 5 pL d’ADN ext@arec la méthode InstaGene™, 0,2
mM d’'un mélange des quatre dNTPs (Eurogentec), 3 MyCl, (Sigma-Aldrich), 2 U
d’enzyme polymérase Diamorithg® DNA (Eurogentec) dans le tampon du fournisseur et
0,4 uM of de chague amorces. Les parameétres de &CR comprenanient une étape de
dénaturation de 5 min a 94°C suivie de 35 cyclesistués d'une étape de 1min a 94°C, 1

min a 53°C et 1 min a 72°C ; et une extension &m 10 min a 72°C.

1.3.4Séquencage du gene panC

Les oligonucléotides utilisés pour I'amplificatiaiu génepanC codant la pantoatg-
alanine ligase étaient: PCF3, 5-TCGGDTTYGTNCCGALK&G-3' and PCR1, 5'-
AAABCGVACGGCVACVGCGA-3. Ces amorces ont été dévygdées a partir de
'alignement des séquences des gempesiC de plusieursGeobacillus sp. (Numéros
d’'accession: CP001794, CP002442, CP002050, CP00168®02293, NC_006510, et
CP003125). La réaction d’amplification a été réaisans un volume final de 25 ul contenant
50 ng d’ADN, 0,2 mM de dNTP (Eurogentec), 2 mM dg®l, 0,4 UM de chaque amorce et
0,5 U d‘enzyme ADN polymérase Diamofed®(Eurogentec) dans le tampon du fournisseur.

Le programme d’amplification commencait avec urapeéta 94°C pendant 4 min suivi de
35 cycles a 94°C pendant 40 s, 64°C pendant 4072°€ pendant 1 min ; et une extension
finale a 72°C pendant 10 min. Les produits d’anaiions ont été purifiés avec le kit High
Pure PCR Product Purification selon les recommamusdu fournisseur (Roche, France). Le

séquencage partiel du gepanC a été fait avec 'amorce PCF3 par Eurofins MWG ©pe
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(Courtaboeuf, France) selon la méthode classiquSatayer. Les séquencpanC ont été
enregistrées dans la base de données GenBankraneinéro d’accession (cf. article 1).
L’alignement des séquences a été effectué avetaClDmega sur EBI-EMBL (Goujoet al,
2010; Siever®t al, 2011). Le pourcentage d’identité a été calculieeces séquences ainsi
que les séquenceganC d’autres bactéries thermophiles formant des spdnesnéros
d'accession: NC_006274, NC_004722, NC_003909, N6500 et CP000232).

1.4 Caractérisation phénotypique

1.4.1Croissance a différents pH et Température

» G. stearothermophilus

La pré-culture finale des. stearothermophilug été diluée au 1688° dans de I'eau
peptonée pour obtenir une solution dé WEFC/ mL. Une goutte (10 pL) de la suspension
bactérienne a été ainsi déposée sur une géloseosiextyptone agar (DTA). Comn.
stearothermophiluse développe facilement sur des milieux de route®TA est choisi car
sa couleur de base est plus stable aux températiene®es. Les boites sont enveloppées dans
du papier aluminium pour éviter I'évaporation pinsubées pour un maximum de 14 jours.
La croissance a été testée pour les combinaisotengeérature d’incubation (45°C, 50°C,
55°C ou 70°C) et de pH (6,5; 6,0; 5,5; 5,0 ; d81,5). La croissance a 40°C a éte testée
seulement dans le DTA a pH 6,5. L’'ajustement duimptial du milieu a été réalisé avec du
HCI 2N (Fischer Scientific SAS, lllkirch, Francepras la stérilisation. La croissance des
souches a été considérée comme positive lorsqtallade la colonie était supérieure a 1
mm. Le développement bactérien a été examiné téeged8 h jusqu’a 14 jours. Les souches
testées négativement ont été incubées dans 10 mbuldon dextrose tryptone (DTB). Un
volume de 500 pL de la pré-culture {10FC/mL) de 16h & 55°C a été inoculé dans le DTB &
37, 39, 40, 70, 72 ou 75°C pendant un maximum d@u. La croissance bactérienne a été
contrdlée toutes les 24 h a l'aide d’'une méthodalé@®ombrement par dilution du milieu
d’incubation sur gélose DTA a 55°C. La croissanes douches est considérée négative
lorsqu’aucun développement n’est obtenu ni dan®T8 ni sur le DTA aprés 14 jours
d’incubation. Toutes les conditions ont été tesaFesiplicats pour s’assurer de la répétabilité

des résultats.
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* M. thermoacetica/thermoautotrophica

Un volume de 500pL de la pré-culture {IOFC/mL) de cing jours en ROSmp t&
thermoacetica/thermoautotrophica été inoculé dans un bouillon de dextrose tryptone
(DTB). Ce milieu est utilisé car il peut étre adigipour tester les differentes conditions de
pH testées. De plus, ce milieu est composé 0,6%ad'ee qui permet de faciliter la détection
de la croissance bactérienne avec I'apparition d'anble le long du tube. Le pH initial du
milieu a été ajusté apres la stérilisation aveddidon de HCI 2N (Fischer Scientific SAS,
lllkirch, France). La croissance a été testée eaémmbiose pour les combinaisons de
température (50, 55°C) et pH (4,5; 5,0; 5,5;;6/00). Les conditions de croissance aux
températures 40, 45, 65, et 70°C ont été testges & Le pH 4,5 a également été testé a

68°C. Le développement bactérien a été examinégdes 24 h jusqu’a 21 jours.

1.4.2Croissance a différentes concentrations de chlodesodium

La capacité de se développer a differentes coratenis de NaCl (chlorure de sodium) a
été testé uniguement poGr stearothermophilud.e milieu DTA était complémenté de NaCl
pour obtenir des concentrations finales comprisgge el a 5% (wt/vol). La méthode de la
goutte préecédemment décrite a été utilisée powuieo le milieu DTA. L'activité de I'eau
(an) a été mesurée pour chaque concentration de Nagila(ab, Biotrace International
SAS). L'incubation est réalisée a 55°C pour un mmaxh de 14 jours. La croissance des
souches est considérée positive lorsque la tadie ablonies a la surface de la gélose était

supérieures a 1 mm.

1.4.3Résistance aux antibiotiques

Un volume de 500 pL de la pré-culture {10FC/mL) de cing jours en ROSmp
thermoacetica/thermoautotrophi@été inoculé dans un bouillon de dextrose tryg{@ir B)
contenant un antibiotique. Les cing antibiotiqued été testés avec des concentrations
comprises entre 2 et 4 pg/mL pour I'ampicillinegrythromycine, la cyclosérine et la
tétracycline et entre 0,5 et 32 ug/mL (0,5 ; 1200;; 4,0 ; 8,0 ; 16,0 et 32,0 ug/mL) pour la
méthicilline. La croissance bactérienne, évalugdaarésence d’un trouble du milieu, a été

suivie durant 23 jours d’incubation en anaérobas&°C.
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1.4.4Sporulation et thermorésistance

Pour la production de spores, un volume de 2 mlageé-culture est étalé sur un milieu
de sporulation (MS). Pous. stearothermophilugse MS était préparé avec 10 gllextrait de
viande, 2 g/L d’extrait de levures, 0,04 g/L de Mn&l,0 et 15 g/L d'agar et celui de
M.thermoacetica/thermoautotrophioétait le milieu Viande-Foie sulfito-réducteur maodif
(complémenté de 2 g/L d’extrait de levure = VFSRm).

Les boites déMoorella ont été incubées en anaérobiose pendant trois isesnai 55°C
puis une semaine a température ambiante tandislegudoites deGeobacillusont été
incubées en aérobie a 40, 45, 55 et 70°C. Le potage de spore libre a été évalué au
microscope optique avec un grossissement x100Qrsuotal de 10 champs observés. Les
spores ont été récupérées lorsque le pourcentagpate libre était supérieur a 50%. Les
spores récupérées ont été lavées avec 5 mL d’stllédi stérile, culotées a 1400 x g pendant
20 minutes a 4°C puis resuspendues dans 5 mL dlesiliée stérile. Cette étape a été
réalisée quatre fois. Les cellules végétativesduedies et les spores germées ont été
éliminées avec un traitement thermique a 100°C asntl0 minutes. La suspension de spores
est ensuite stockée pendant 15 jours a 4°C. Lendiéreanent de la suspension de spores a été
réalisé aprés une étape thermique d’activatiorsdeses a 100°C pendant 10 minutes.

La thermorésistance des spores d&. stearothermophilus et de M.
thermoacetica/thermoautotrophica été évaluéea 120 et 130°C respectivement. Le
traitement thermique des spores a été réalisé demdubes capillaires en verre de 50 uL
pendant les différents temps 0,5; 1; 1,5; 25;23; 3,5; 4; 6; 8 et 10 minutes. Le
dénombrement des spores survivantes a été realisiep séries de dilutions successives dans
du tampon phosphate 0,2M puis étalées selon I'espac du milieu Bromocrésol pourpre
(BCP) Geobacillus ou Viande Foie Sulfito-Réducteur modifié (VFSR(Woorella). Une
seconde couche de milieu en surfusion est étaléet aétre incubé a 55°C pendant deux a
sept jours. Des courbes de destruction thermigepsesentant la quantité de spores ayant
survécu en fonction du temps de chauffage (log WHCE f(t)) ont été établies et sont

représentées dans chaque article du manuscrit.

1.5Etude de I'écologie microbienne d’une ligne de pradttion industrielle

1.5.1Echantillonnage

Les prélevements ont été réalisés dans une udingesen Bretagne sur une ligne de

production de petit pois et carottes. Ces échanslicomprennent les légumes a différentes
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étapes de la transformation, de liquides du procd&ansformation et des échantillons de
surface du matériel de traitement ainsi que nelditillons de sol recueillis sur des parcelles
de terre au cours de la période de pois verts tvidda production df. Chapitre 5, 2.3.1
Figure 1).

Les petits pois non traités ont été lavés par irsioersuccessive dans l'eau, blanchis
dans I'eau chaude (95°C) et transférés vers laimacde remplissage pour étre remplis dans
des boites. Les carottes sont lavées a l'eau, pebees ajoutées dans des boites déja
partiellement remplies avec les petits pois. A tegles, la saumure (environ 2% de sel et 4%
de sucre dilués dans l'eau) est versée dans lesshi® conserve remplies. Les boites sont
scellées puis stérilisées par la chaleur avec mpgede chauffage équivalent a 121°Cde
10-15 min avant d’étre stockées a température anehihes échantillons solides et liquides
ont été recueillis avec des instruments stérilegirictement versés dans des flacons en
plastique stériles. Pour I'échantillonnage desased, une éponge séche stérile a été
humidifiée avec 10 mL de diluant pharmacopée aostlifate de sodium (VWR BDH
Prolabo, Fontenay sous-bois, France) puis passéansusurface d'environ 100 &mles
petits pois et les carottes non-traités ont étamtdlonnés au niveau de la plate-forme de
réception. Les petits pois lavés et calibrés or gtélevés immédiatement avant le
blanchiment. Les petits pois blanchis ont été é&ilmmés immédiatement apres le
blanchiment, dans le flux de production et a I'e&té& du flux dans les débris latéraux, puis
au cours du transfert sur un tapis de convoyagerenebris latéral. Les carottes pelées ont
été échantillonnées séparément avant le remplisés&gepetits pois et les carottes ont été
prélevés dans le récipient aprés le transfert ensachine de remplissage et apres l'addition
de la saumure de recouvrement juste avant laisédidn. L'eau de blancheur et la saumure
de recouvrement ont été échantillonnées séparéirdertes de saumure est recueilli dans le
réservoir de saumure. La température de chaquentdthra a été enregistrée avec un
thermomeétre digital (Fisher, lllkirch, France) imdigtement apres le prélevement sauf pour
les carottes pelées. Les échantillons ont étéy@glen trois exemplaires, c'est a dire au début
de la journée de production (environ 9-10 h), alieni(14-15 h) et une heure avant I'arrét de
la production (approximativement 21h). Les échlmd de surface ont été recueillis sur la
paroi du blancheur, sur les tapis de convoyagéisagipour le transfert du petit pois et sur la
paroi de la cuve de récupération de la saumurepfadsvements d'échantillon de surface ont
eu lieu entre la fin de la production journaliere jdur et immédiatement avant le début du

nettoyage de la ligne de production. Tous les ddlars ont été stockées a 4°C
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immédiatement aprés le prélevement et envoyés evocoefrigéré au laboratoire dans les

deux jours. lls ont ensuite été congelés et coBsav20 ° C jusqu'a I'analyse.

1.5.2Préparation des échantillons pour I'analyse micbgique

Les échantillons ont été décongelés a 4°C le jgantal’analyse. Une quantité de 10 g
d'échantillons solides a été mélangée a 90 ml dédltwo Rosenow (modifié par addition del
g/L d'amidon (ROSm)) (BioRad, Marnes-la-CoquettegnEe) dans un BagFilter™ stérile
(Interscience, Saint Nom, France). Les échantilldihggs ont été homogénéisés pendant 30
secondes a l'aide d'un BagMixer™ (Intersciencefiltrat du BagFilter™ a été utilisé pour le
dénombrement et la détection des microorganisni#gsciLes échantillons liquides ont été
utilisés directement. Les éponges utiliseées p@eh#éintilonnage de surface ont été placées
dans des sacs stériles et recouvertes de 90 miO&Rpuis homogénéisées pendant 30s. Le

filtrat a été récupéré apres essorage manuellémtange.

1.5.3Dénombrement des spores anaérobies

Un volume de 2,2 ml du filtrat obtenu est placé dane ampoule en verre scellée et
traitée thermiquement pendant 10 min a 106°C danbain d'huile régulé en température
pour la sélection des spores de bactéries anaérdabiermophiles (SAT) hautement
thermorésistantes (THT). Un volume de 1,5 ml dwdfilest versé dans un tube Eppendorf de
1,7 ml et traité thermiquement pendant 10 min &°C0fans un bloc chauffant Stufart
SBH130DC Digital Block Heater (Bibby Scientific, e&fordshire, United Kingdom) pour la
sélection des spores de bactéries anaérobies theiles(SAT).

Les échantillons traités thermiquement ont étéédilan série dans un bouillon tryptone
sel puis 1 mL de la Idilution est étalé sur uneogélde milieu VFSRm (Biokar diagnostic,
Beauvais , France). Les géloses ont été incubées’@ pendant 5 jours dans des boites
anaérobies utilisant des générateurs d’anaérobigbd3e Anaer (Biomérieux, Craponne,
France). La numération des spores a été calculewavseuil de détection de 10 SAT/g et 10
THT/g pour les échantillons solides, 1 SAT/mL €iHT/mL pour les échantillons liquides et

1 SAT/cmz? et 1 THT/cm?2 pour les échantillons ddaue.
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1.5.4Prévalence de G. stearothermophilus, M. thermoea#tiermoautotrophicat
Thermoanaerobacteriuspp.

Les échantillons dilués dans le ROSm ont été sgiténdant 30 min a 100°C puis
incubés pendant 4 jours a 55°C pour I'enrichisseémdm volume de 1 ml de I'enrichissement
a ensuite été utilisé pour extraire 'ADN total ave kit InstaGene™ (Bio-Rad, Marnes la
Coquette, France) en suivant les instructions dunfsseur comme décrit dans le paragraphe
1.2.1 La détection spécifique de G. stearothermophilys
M.thermoaceticdhermoautotrophicaet Thermoanaerobacteriurapp. a été réalisée avec la
méthode de PCR spécifique SporeTraQ™, comme précidet développée (Prevastal,
2010). La taille des produits d'amplification ét#t 302 pb, 467 pb et 487 pb correspondant a
G. stearothermophilysv. thermoacetica / thermoautotrophie Thermoanaerobacterium
spp., respectivement. Toutes les étapes d'ampiificant été réalisées dans un volume total
de 25 pL avec le thermocycleur GeneAh@¥00 (Applied Biosystems, USA). Les produits
d’amplification sont analysés par électrophoresesddu tampon TAE (Tris-acétate-EDTA)
sur gel d'agarose a 1 %.

Ce procédé d'extraction/amplification permet d’avwoi seuil de détection de 10 spores
par mL de bouillon d'enrichissement (Prevetsal, 2010). Le seuil de détection a été estimé a

une spore par gramme d'échantillon soumis a I'erssement (Seveniet al, 2012).
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Chapitre 3

1.Etude de la diversité génétique et phénotypique dd&seobacillus

stearothermophilugesponsable d’altération des conserves

1.1 Objectifs et choix méthodologiques

Les bactéries anaérobies thermophiles sont legipales causes de non-stabilité des
conserves alimentaires a 55%@eobacillus stearothermophilest 'une des trois espéces les
plus retrouvées puisqu’elle est responsable de @&%as d’altération dans les conserves peu
acide (Andréet al, 2013). Son développement dans les conservesrdlire entraine un «
flat sour » ou surissement sans bombage. Cettatadte correspond a une fermentation des
saccharides du produit alimentaire sans producte®gaz. Sa présence dans les conserves est
due a la capacité des spores produites de réaisterocessus de stérilisation appliqué en fin
de ligne de production. Malgré les efforts réalipas les industriels pour détruire ces spores
par 'augmentation progressive des barémes deermnaitt thermique, elles continuent de
causer des altérations sur le produit fini ce qpacte I'image des entreprises. Aujourd’hui,
les professionnels veulent comprendre pourquooetneent ces bactéries arrivent a atteindre
de telles populations dans les produits avant éispgon. Pour cela, des connaissances sur
I'especeG. stearothermophiluormant des spores thermorésistantes sont néceEssaour
trouver des éléments de réponses a ces questions.

Les questions posées sur la diversité des isotatoaserverie peuvent étre déclinées sur
trois niveaux :

- Quelles conditions de température, pH et conceotran sels permettent-elles la
croissance et la sporulation ?

- Quelles sont les conditions de sporulation les fdwsrables pour la formation de
spores ?

- Quelles sont les valeurs de thermorésistance deesfp

Ainsi I'objectif de cette étude était de caractérika diversité génétique et phénotypique de

souches des. stearothermophilussolées de conserves non-stables a 55°C a partia d

collection établie au CTCPA sur une période deri) Eette collection était disponible avec

la tracabilité sur l'origine des souches (usinedpit, année). Il a été décidé d'étudier la

diversité phénotypique en se basant sur la divedss origines et sur la diversité génétique :
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un panel, interne a la collection, de souches gioei différente telle que I'année, le lieu
géographique et méme l'usine dans laquelle a déf&esla souche ainsi que de profil
génetique différent (M13-PCR) a été sélectionn@igmpour I'étude phénotypique.

Pour I'étude de la diversité géenétique, trois mdésode typage ont été testées sur
'ensemble des 127 isolats de la collection. La ML¥st une technique qui nécessite la
connaissance de la séguence du génome pour lenadksigamorces spécifiqgues de I'espéce a
caractériser. Celui d&. stearothermophilug’était pas disponible dans sa totalité mais des
contigs permettaient une recherche de régionsé@épé&n tandem et le design d’amorces dans
les régions flanquantes. L'application de cettehoéé n’a donné aucun résultat concluant et
n'a donc pas été reportée ici. En revanche, la MC® et la REP-PCR, qui sont des
méthodes basées sur I'amplification de séquengaestéaes connues sur le génome ont été
appliguées avec succes. Le séquencage du pgmeé est venu compléter I'analyse pour
différencier les groupes génétiques.

Les caractéres phénotypiques que sont la tempérdéupH, et la teneur en chlorure de
sodium permettant la croissance et la sporulatiorsi que la thermorésistance des spores ont

été déterminés sur une vingtaine de souches s#laées.

1.2 Principaux résultats

Les résultats du typage avec la M13-PCR ont pedmisnettre en évidence une faible
diversité génétique au sein de I'esp&estearothermophilusCes données sont renforcées,
pour un sous-groupe de souches, par le résultaséduencage du geneanC et par
I'application de la méthode de REP-PCR. Toutefl@isméthode de M13-PCR a permis de
différencier six groupes génétiques parmi les 1st¥ats de la collection. Cette méthode
pourrait ainsi étre utilisée pour caractériserdiégie deG. stearothermophiluau cours d’un
procédé de transformation.

L’étude des caractérephénotypiques de souches sélectionnées dans lEsedts
groupes a révélé une faible variabilité. Leur c#tpak se développer selon le pH (5,0 a 6,5),
la température (40°C a 70°C) et la concentratiostdorure de sodium (1% a 5%), ainsi que
les conditions de formation des spores, sont homegyet en accord avec les descriptions
antérieures de l'espéce. La résistance thermique spwres obtenues en conditions

standardisées montre plus d’hétérogénéité selsnuahe : la durée de réduction permettant
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d’inactiver 5 log de population a 120°C varie entreins de 0,5 min pour trois souches et
jusqu’a plus de 10 min pour quatre autfeigre 1).

A B

5,0 -

4,0 -

l0g10(N)
l0g10(N)

3,0 1

2,0 -

1,0 -

0,0 T T 1 0,0 T T 1
0 5 10 15 0 5 10 15
temps (min) temps (min)

Figure 1 : Exemple de courbe de destruction thermige obtenues avec les spores &

stearothermophilus

Les courbes (A) et (B) ont été obtenues avec lesespde la souche #103 et #67 respectivement.

Aucune relation entre le groupe génétique et linaggéographique, temporelle ou liee
aux caracteristiques de laliment, n'a pu étre mise évidence par analyse des
correspondances multiples ni méme entre le grou@eétmue et les caractéristiques
physiologiquesKigure 2).
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Figure 2: Analyse en composante multiple réaliséeavec des souches deG.

stearothermophilugsolées de conserves de Iégumes altérées

Les variables sont 'année d’isolement de la so@ethiemplacement géographique de la culture denégs. Les

observations sont le numéro et le groupe M13dedal®. Chaque couleur correspond & un groupe eliffér

De facon remarquable, les souches dont les sporgdes plus résistantes ont aussi la
capacité a se développer a la température la plsse(40°C), au pH le plus bas (pH 5), ou a

la concentration en sel de 3%.
Les résultats de ces travaux sont développés @ankalpitre suivant sous forme d’un

manuscrit qui a été accépté a « Food Microbiologyls. Ref. No.: FM-D-13-00625).
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2. Article 1: Genotypic and phenotypic characterization of foodborne

Geobacillus stearothermophilus

Loic DURAND, Stella PLANCHON, Marie-Héléene GUINEBRERE, Frédéric CARLIN,
Fabienne REMIZE

Manuscrit accepté dans la revue Food Microbiology

2.1 Abstract

Geobacillus stearothermophilus the main thermophilic spore former involved lat fsour
spoilage of canned foods. Three typing methods wested and applied to differentiate
strains at intra-species lev@anC sequence analysis, REP-PCR and M13-P@RC gene
was highly conserved within the studied strainggssting a low intra-specific diversity. This
was supported by REP-PCR primary assays and M13+8lRs. M13-PCR profile analysis
succeeded in differentiating six closely relatedugs (at 79% threshold similarity) among
127 strains from a range of spoiled canned fooddyets and from different canneries.
Phenotypic traits were investigated among 20 satestrains representing groups and origins.
Ranges of growth under different temperatures (fd@dfiC to 70°C), pH (from 5.0 to 6.5),
NaCl concentrations (from 1 to 5%) and sporulatcmmditions poorly differed between
strains, but wet heat resistance of spores showetD-told variation between strains.
Furthermore, in this study, strains that belongethe same M13-PCR genetic group did not
share phenotypic characteristics or common origjime work emphasizes a low diversity
within the G. stearothemophiluspecies but data from this study may contribute teetter
control of G. stearothermophiluspoilage in canned food.

Highlights

» 127G. stearothermophilustrains of diverse origins were examined for dsitgr

M13-PCR typing showed a weak genetic diversity

Growth limits for temperature, pH and NaCl pooriffeted between strains.
* Time to 5 log-reduction varied between < 0.5 mid &8.4 min
Keywords

G. stearothermophilysanned food spoilage, spore-forming bacteriegrdity, M13 genetic
typing
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2.2 Introduction

Geobacillus stearothermophilus a thermophilic spore-forming bacterium with iopsl
growth between 55°C and 65°C (Nazina et al., 20@).stearothermophiluproperties
interest several industrial sectors, as a sourcenafmes with high temperature stability,
producer of antiviral compounds, biological indamafor sterility control, and as a major
cause of food spoilage (Cheng et al., 2009; Guizeti al., 2012; Rivero et al., 201Z}.
stearothermophilugs responsibldor “flat-sour” spoilage of low-acid canned foodstd at
high temperature (above 40°C) (Ashton and Bernd@b2). “Flat sour” results from
saccharide fermentation into organic acids withgag production (Kalogridou-Vassiliadou,
1992). G. stearothermophiluspores can withstand canned food heat treatmentcand
further germinate and grow in produc®. stearothermophilus responsible foca. 35% of
canned food spoilage during incubation at 55°C {é&shand Bernard, 1992; Andet al,
2013). It has been detected in many raw and predds®ds (canned vegetables, ready-to-eat
meals containing meat, fruit preparations, dehydraingredients, gelatin extracts...)
(Postollec et al., 2012) and in processing faesitiFor instance up to 50% milk powders may
contain the bacterium, which may represent more @6 of thermophilic isolates (Riickert
et al., 2004) ané. stearothermophiluspores were detected in 8.6% and 2.1% of raw tsarro
and green bean samples, respectively (Seveniér 2042).

High prevalence in food has supported the chaiaeateon of G. stearothermophilus
isolatesfor survival and growth in canned food, withoutarleevidence of the variability
within the species (Donk, 1920; Gordon and Smi849 Smith and Gordon, 1957; Gibson
and Gordon, 1974; Kalogridou-Vassiliadou, 1992; Wt al, 1993; Nazinaet al, 2001,
Coorevitset al, 2012). Genomic studies are now increasingly edrout on thermophilic
bacteria to determine the extent of variability aliversity within bacterial groups or species.
Several strategies and methods can be used. Rangesthese include rep-PCR profiling and
16S rRNA coding region sequencing applied on thetmic bacteria from hot springs
(Adiguzelet al, 2009), RAPD-PCR or MLVA applied to differentiat@ermophilic bacilli in
milk powder and tracking of contamination in dampcessing plants (Ronimus et al., 2003;
Ruckert et al., 2004). Sequencing methods thattdrighly conserved housekeeping genes
such asrecN, rpoBand recA have been applied to th@eobacillusgenus (Zeigler, 2005;
Meintanis et al., 2008; Weng et al., 2009; Sealal.e2012). The diversity of the pathogenic
and spore-forming bacteriuBacillus cereusvas also investigated with success using a M13

sequence-based polymerase chain reaction (M13-RGRinebretiere and Nguyen-The,
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2003), panC sequencing and AFLP (Guinebretiere and Nguyen-2063; Guinebretieret
al., 2008). Analysis of 16S rRNA gene sequence wasdisiriminatory enough foG.
stearothermophilugDinsdaleet al, 2011). In this casgganC gene phylogeny could be used
as an alternative to 16S rRNA gene phylogeny, #éis Bui cereugGuinebretierest al, 2008).
Sequence (or partial sequence) of the coliphage l18peated on many genomes and was
exploited as primer in DNA sequence based PCR (MC®) (Hendersoret al, 1994,
Guinebretiere and Nguyen-The, 2003). This resuite@ more rapid DNA fingerprinting
technique that discriminates bacterial isolatethatintra-specific level, and potentially up to
the strain level. As for RAPD and REP-PCR, M13-PBRless cumbersome and time-
consuming than other typing methods such as gemgtypbotyping, RFLP, PCR-RFLP and
AFLP, and is adapted to studies on a large numbstrains (i.e. > 100). In addition, M13-
PCR involves a longer primer and higher hybridmattemperatures than RAPD and thus
results in more reproducible results.

The aims of this work were (i) to compare the &piiif three typing methods (M13-PCR,
REP-PCR angpanCsequencing) to differentiate. stearothermophilugenetic groups, (ii) to
evaluate the genetic diversity among a large pahdb. stearothermophilustrains from
spoiled canned food, and (iii) to explore their pbtype in relation to ability to grow at
different temperatures, pH and salt concentratiahsity to sporulate, and spore resistance to

heat treatment.
2.3 Materials and methods

2.3.1Strains and culture conditions

A total of 127 G. stearothermophilustrains were tested (Supplementary Table S1).
Among those, 116 strains were recovered betweefh 208 2010 from spoiled canned food
after long-term storage at 55°C (André et al., 30T3vo isolates (#110 and #112) were
isolated from vegetable debris sampled in a canblmycher. Three isolates (#82, #85 and
#86) were isolated from the covering brine of cahmegetable, and one isolate, #63, was
isolated from a cannery conveyor surface. They weeatified asG. stearothermophilus
using either a specifically developed PCR tool (8feaQ") (Prevost et al., 2010) that
targets the DNA region corresponding to rRNA ingrmanscribed sequence 16S-23S, or a
partial sequencing of 16S rRNA coding region. FotleerG. stearothermophilustrains were
obtained from the DSMZ collection (Deutsche Sammlwon Mikroorganismen und
Zellkulturen, Braunschweig, Germany). DSM 22 andMD397 were isolated from spoiled
canned food. The origin of DSM 5934, DSM 2313 arfsiMD6790 strains is not specified.

( 1
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Strains were stored at —80°C in a cryogenic predgem solution with beads (AES
Chemunex, Bruz, France).

A bead of a stock culture was dropped into braiarthmfusion (BHI) before incubation for
48 h at 55°C. A 500 ul volume of this pre-culturasainoculated into BHI and incubated
overnight at 55°C. The resulting culture was usadstibsequent inoculation of growth and

sporulation media.

2.3.2Genetic group and diversity

* DNA extraction

A 100 pl volume of an overnight culture in BHI wsagread on dextrose tryptone agar
(DTA) and incubated for 16 h at 55°C before DNAragtion. DNA preparation was obtained
as described previously (Guinebretiere and Nguyes-P003) with minor modifications.
Two loops of cells were suspended in 550 pl extvadbuffer (1.7% sodium dodecyl sulfate,
200 mM Tris-HCI (pH 8), 20 mM EDTA, 200 mM NacCl)h& suspension was incubated at
55°C for 30 min with 25 pl of proteinase K (10 p§'u(Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-
Fallavier, France). DNA was extracted with one woduof phenol. After centrifuging, the
aqueous phase containing DNA was mixed with onainael of phenol, recovered after
centrifuging, and then mixed with one volume of aztbform. The aqueous phase was
precipitated with cold absolute ethanol. After cdaging, the pellet was washed with cold
70% ethanol, air dried at room temperature, digblin 50 pl sterile Milli-Q water, and
stored at —20°C. DNA was quantified by absorbaric@68 nm (NanoQuant Plateffinite®
M200, Tecan Austria). The DNA was extracted fromeéhindependent cultures of randomly

selected 24 strains to evaluate the reproducilofityenomic analyses.

* M13-PCR

The method used followed the PCR protocol as pushyo described with minor
modifications (Guinebretiere and Nguyen-The, 2088}R mixture (25 ul) contained 50 ng
of DNA template, 4.8 mM primer PM13: 5-GAGGGTGGCGGCT-3’ (Eurogentec S.A.,
Seraing, Belgium), 1.25 mM dNTPs mix (Eurogent&cmM MgCl (Sigma-Aldrich), 10%
(volivol) dimethyl sulfoxide (Sigma-Aldrich), and3LU of DiamondTad® DNA polymerase
(Eurogentec) in supplier buffer. PCR amplificationsre performed in a GeneAMPCR
System 9700 (Applied Biosystems, USA). PCR cyclragameters included a denaturation
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step at 94°C for 3 min followed by 35 cycles eaohsisting of 94°C for 1 min, 40°C for 1
min and 68°C for 8 min; and a final extension sa®8°C for 16 min. A negative control
containing Milli-Q water instead of DNA and a poa#t control with the DNA ofB. cereus
strain ATCC 14579 producing a known banding patterere included in each PCR
experiment. All of the DNA preparations were analyby M13-PCR twice independently to
evaluate the reproducibility of the typing results.

* REP-PCR analysis

A set of 24 strains underwent REP-PCR genomic fpig&ting as previously described
(Versalovic et al., 1994). Amplification was pemwed as described above, except that 2.4
UM of each primer REP 1R-I (5’ lll IGC ICG ICG ICACI GGC 3’) and REP 2-1 (5’ ICG
ICT TAT CIG GCC TAC 3’) (Eurogentec) was used, @&@dR elongation was performed at
65°C.

» panC sequencing

The oligonucleotides used for the PCR amplificatminpanC encoding pantoatg-
alanine ligase were: PCF3, 5-TCGGDTTYGTNCCGACGAT@EG and PCR1, 5'-
AAABCGVACGGCVACVGCGA-3'. They were designed fromaeence alignment gfanC
genes from severdbeobacillussp. (accession numbers: CP001794, CP002442, CB0020
CP001638, CP002293, NC_006510, and CP003125). Aogion reaction was performed
in a final volume of 25 pl containing DNA templa(60 ng), dNTPs mix (Eurogentec)
(0.2 mM), MgCh (2 mM), primers (0.4 pM each), and 0.5 U of Diamiohad® DNA
polymerase (Eurogentec) in supplier buffer. Thelingcprogram was 94°C for 4 min; 35
cycles of 94°C for 40 s, 64°C for 40 s and 72°CXanin; and a final extension at 72°C for
10 min. PCR product was purified with the High PB@R Product Purification Kit according
to the manufacturer’s instructions (Roche, Frantlg partial sequencing of tlpanC gene
(648 pb) was done with the PCF3 primer by EuroM&/G Operon (Courtaboeuf, France)
according to the classical Sanger method. Thep20OC sequences were registered in
GenBank under accession numbers KF177233 to KF2/ &&guence alignment was carried
out with Clustal Omega at EBI-EMBL (Goujon et &010; Sievers et al., 2011). Percentages
of identity were calculated between these sequeandsother thermophilic spore-forming
bacteria panC sequences (accession numbers: NC_006274, NC_004Y€2 003909,
NC_ 006510 and CP000232) available in the GenBatdbdae.
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* Electrophoresis and data analysis

PCR products from M13-PCR and REP-PCR were analgyeglectrophoresis on 1.5%
agarose gels with the molecular mass DNA markerrStredder (Eurogentec) using 0.5x
TAE buffer (20 mM Tris, 10 mM acetic acid, 0.5 mMDEA, pH 8). Gels were stained with
ethidium bromide and visualized and photographea @/ gel imager (Molecular Imader
Gel Doc" XR System 170-8170, BioRad, France). Band positsimilarity coefficient and
dendrogram were determined using the BioGene 9o@vare (Vilber Lourmat, Marne-la-
Vallée, France). A dendrogram was constructed frlmensimilarity banding pattern of M13-
PCR amplification using the unweighted pair grougtimd with arithmetic mean (UPGMA).
Positive controlB. cereusATCC 14579 strain was chosen to evaluate the wéitiab
generated by the analyses (PCR-electrophoresiseirmaaglysis). Amplification product from
the positive control was deposited on each gel, rasdlts were compared to define the

confidence interval.

2.3.3Growth studies

» Growth at different temperatures and pH

Growth at a range of temperature and pH was testatextrose tryptone agar (DTA) and
in DT broth (DTB) selected for its color stabiligt high temperature that favors reading.
Inoculums were made of an overnight culture in Bifdth diluted 100-fold in peptone salt
water to obtain suspensions at XOFU.mi*. In a first step one a droplet (10 pl) of each
bacterial suspension was deposited on DTA. Platee wrapped in aluminum foil to avoid
desiccation and incubated for 14 days. Growth watetl at each of the 24 combinations of
incubation temperature (45°C, 50°C, 55°C or 70°@) pH (6.5, 6.0, 5.5, 5.0, 4.8 and 4.5).
Growth at 40°C was tested only on DTA pH 6.5. Thé gdjustment was performed in
sterilized molten DTA by addition of filter-steri@N HCI (Fischer Scientific SAS, llikirch,
France). Strains were deemed positive for growtlerwthe diameter of the colony formed
from the droplet inoculum at the agar surface wastgr than 1 mm. Colony development
was examined daily after 48 h of incubation, ubdildays.

In a second step strains that were negative iaast lone combination of pH and temperature
were tested in (DTB) to differentiate between absenf growth and weak growth. A 500 pl
volume of an overnight culture was inoculated inBD3terilized at 121.1°C for 15 min and
incubated at 45°C, 50°C, 55°C and 70°C, adjustethéorequired pH with filter-sterile 2N
HCI for a maximum of 14 days. Growth was controle&actry 24 h by serial decimal dilution
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of the culture onto DTA and colony enumeration raft® h incubation at 55°C. Strains were
deemed positive when they showed at least one tfloqi* increase in DTB after 14 days
of incubation. Growth at 37°C, 39°C, 40°C, 72°C a&fC at pH 6.5 was tested in DTB
during incubation for 14 days using the same enatiwer procedure and was replicated three
times with independently prepared inoculums. Intiobatemperatures at 37°C, 39°C, 40°C,
72°C and 75°C were obtained in a thermo-stated vizttlh and temperature was monitored

using a digital thermometer (EcoScan Temp5, Fidhkirch, France).

* Growth at different sodium chloride concentrations

DTA was supplemented with sodium chloride to obfaal concentrations in the range
1-5% (wt/vol). The previously described drop metiveas used to inoculate the medium.
Water activity &,) DTA was measured for each NaCl concentration @A, Biotrace
International SAS). Incubation was performed atG%0r a maximum of 14 days. Strains
were deemed positive for growth, as colony diamatethe agar surface was greater than

1 mm.

2.3.4Spore production and evaluation of spore heat tasise

» Spore production and percentage of sporulation

For spore production, a 2 ml volume of an overngiiture in BHI was spread onto the
sporulation medium (SM) on a 145 mm agar plate. 3perulation medium was made of
10 g.I" meat extract, 2 g'yeast extract, 0.04 §MnSQ,H,O and 15 g:tagar. Temperatures
tested for sporulation were 40, 45, 55 and 70°CGe $pores were also examined under a
phase-contrast microscope undex1®00 magnification to estimate the % of sporulatsn
the % of phase bright and free spores within therdpting population after 21 days of
incubation at selected temperature and pH. Apprateiy 30 to 50 cells were counted in 10
observation fields for each different strain. Sgonere harvested when the culture contained
more than 50% of free spores. Harvested spores wasbed with 5 ml of sterile distilled
water, pelleted at 1400 gfor 20 min at 4°C, and suspended again in 5 nstefile distilled
water. This procedure was replicated four timessidReal vegetative cells and germinated
spores were killed by heating suspensions at 18&°C0 min. Spore suspensions were stored
for 15 days at 4°C. These spore suspensions watechat 100°C for 10 min for counting.
One batch of spores was prepared for each strain.
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» Spore heat resistance and curve fitting with mathatical models

Heat resistance at 120°C was determined as prdyidescribed (André et al., 2013).
The number of surviving spores in capillary tubessvevaluated after 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3,
3.5, 4, 6 and 8 min. Serial decimal dilutions oé tbontent of capillary tubes in 0.2 M
phosphate buffer were spread onto bromocresol @ BLLP), and then covered with layer of
molten BCP at 50°C. Plates were incubated at 56f@ tlays before colony counts. The time
for a 5-logo reduction {sp) was used to compare the heat resistance of ésplad take into
account the different forms of survival curvesdn, concave or convex) and to account for a
large number of log-reduction. Graphical log plofssurviving populatiorvs heating time
(log CFU.mI* = f(t)) were fitted according to three equation modielg:linear, biphasic log-
linear and Weibull.

The log-linear model is based on the following e
t
logN =logN, D

whereN, andN are the initial and final number of cells (CFUInhfter a treatment time
(min), respectively, anB is the decimal reduction time (min).
The biphasic log-linear model was applied withfibllowing equation:

log Ng if t<lag

logN = . )
log NO_B if t>lag

whereN, andN are the initial and final number of cells (CFUInhfter a treatment time
(min), respectivelyD is the decimal reduction time (min), and thg duration of the latency
phase.

The Weibull model (Couvert et al., 2005) was appleth the equation:

t P
logN =logN, —(Ej :
whereN, andN are the initial and final number of cells (CFUInhfter a treatment time
(min), respectivelyy is the first reduction decimal time (min) thatdeao a 10-fold reduction
in surviving population, ang is the fitting parameter. The equation that geesréhe lowest
sum of squared deviation (SSD) was used to cakulet time for a 5-log reduction {sp).

This parameter was used to compare heat resistdnaaates.
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2.3.5Statistical analysis

Qualitative data of the tested variable were aredylzy multiple correspondence analysis
(MCA) with the software XLSTAT (AddinsoftTM, Parigrance). The variables tested were
either (i) food category/product for isolation, bboompany, geographical location and year
of isolation, or (ii) lowest temperature, highesmperature, lowest pH, highest pH and
highest NaCl concentration at which a growth waseoled. Observations were isolate

numbers and M13-PCR group numbers.

2.4 Results and discussion

2.4.1Genetic diversity of G. stearothermophilus straaramined with M13-PCR,
REP-PCR and panC sequencing

An ideal genotyping method should be applicable aib isolates, capable of
differentiating unrelated isolates, reproducibleghbwithin and between laboratories, rapid,
cost-effective, and easy to perform. In this stid§3-PCR, REP-PCR amhnCsequencing
were applied within the speci€s. stearothermophilusAll three techniques had previously
been used successfully for species typing in theugBacillus (Guinebretiereet al, 2001,
Guinebretiere and Nguyen-The, 2003; Guinebreetia, 2008).

An internal region opanC gene was sequenced for 20 selected strains. A®88efuence
identity was obtained withG. kaustophilusHTA426 panC gene, validating identity of
sequences obtained with that method. When comparweith the reference
G. stearothermophiluBSM 22, sequence identity of obtained sequencegethfrom 99.4%
to 100%. These results indicate thEnC geneis probably highly conserved within the
G. stearothermophiluspecies. We thus expect a low diversity in thiscsse For this reason
panC sequence could not be used as a phylogeneticfdodb. stearothermophilustrains
isolated from canned food spoilage. The low infraesfic diversity inG. stearothermophilus
species is also underlined by numerous bibliog@lata : therpoB housekeeping gene
exhibited more than 74% of identity withfBeobacillusspp. (Meintanis et al., 2008)cA
andrpoB gene sequence comparison discriminates only ar@@uadpacillusspecies (Weng et
al., 2009);recN is a powerful tool to differentiate species Gkobacillusbut failed to
differentiate strains at intraspecific level (Zeigl2003);.. Also, these of the sequence 16S-
23S rRNA internal transcribed spacers (ITS) havewshno phylogenetic relationships
between the different species Gkobacillus(Xu and C6té, 2003; Kuisiénet al, 2008),
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which decrease the interest of use it. All the®didgyraphic data together wipanCsequence
analysis from this study converge to a low intraesfic diversity inG. stearothermophilus.
A series of naturally-occurring repetitive DNA seqaes are dispersed in multiple copies
throughout bacterial genomes (Gilseh al, 1984; Sterret al, 1984; Hultonet al, 1991;
Lupski and Weinstock, 1992; Koeutat al, 1995). Although the functions of these
interspersed repetitive DNA elements remain unknothieir presence is useful for DNA
fingerprinting of bacteria. REP-PCR was succesgfubed by Meintanis et al (2010) to
discriminate Geobacillus and Bacillus species type strains. In this study, the REP-PCR
method was performed on 24 isolates that differgdhleir isolation origin. A maximum of
three to five bands only was observed on the bangatterns, and most of strains exhibited
similar electrophoretic profiles, which was not feuént to efficiently discriminate the
isolates (data not shown). In contrast to M13-PtBR,REP-PCR technique resulted in a low
number of signals on the banding patterns Hence-RER was not kept to characterize more
specificallyG. stearothermophilusolates.

Another method that uses a DNA sequence repeatiiihvgenomes is M13-PCR. An
example of fingerprints generated using M13-PCRDOIA extracted from 20 isolates out of

the 127G. stearothermophilusolates from this study is shownkigure 1.

bp M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 1617 18 19 20 21 M

-t 1E-
-—u e s e .
= | =p—-n
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Figure 1: M13-PCR banding profile of 20G. stearothermophilustrains.

Lane 1-20: strains #1, #100, #54, #8, #46, #52, #6869, #28, #122, DSM 22, #12, #59, #40, #1023##028,
#13, #67 and #14. Lane 2B: cereusATCC 14579 positive control. Lanes M: DNA moleaukize marker
Smart ladder SL (Eurogentec).
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The number of detected DNA bands varied up to 20kmand size ranged between 100
and 5000 bp with a confidence interval of 9%. A MAGR profile was obtained for each of
the 127 strains. A dendrogram was constructed topeoeG. stearothermophilussolates
(Figure 2). A confidence interval of 9% was obtained fromsitise controls from three
independent DNA preparations, each assayed inicaipl by independent PCR,
electrophoresis and electrophoretic profiles analySix closely related groups among the
127 isolates ofs. stearothermophilusrere obtained at a similarity threshold of 79 %ings
Dice’s coefficient and UPGMA clustering methodsgure 2 and Supplementarfable SJ).
The groups differed by the number of isolates: 8dfstrains belonged to the first three
groups, named 1 (16 %), 2 (33 %) and 3 (35 %). dther three groups, named 4, 5 and 6,
contained four (3%), nine (7%) and seven (6 %)irsdreespectively. Three DSM collection
strains DSM 2313, DSM 5934 and DSM 6790 were fonn@roup 3. DSM 22 and DSM 297
were respectively in groups 2 and 4. Despite tleatgdifferences between origins of strains
(geographic area, food product, Food Company araat gé isolation, see Supplementary
Table S1), the similarity between M13-PCR profieass high Figure 1, Figure 2, reaching
more than 75 % similarity for 107 strains (84 %sthins) and more than 69 % for all strains.
This emphasized the low intra-specific diversitggested inG. stearothermophiluby the
high panC sequence identity percent. However, M13-PCR hattess in differentiating
closely related strains. In particular, some sgarhibited one or two specific bands in their
profile that could allow recognizing them. Thusjstimay be an important tool to trace

G. stearothermophiluspoilers on the food processing chain.

——
oo
w

 —




tique et phénayp deG. stearothermophilus

s

7

€ géene

Diversit

Chapitre 3

1 80%
118
46
49
50
17
4
111
10
11
45
3—
48
=
93
51—
43
63
61
72

70% \

> Group 1
/
)

Group 2
<

Group 3
} Group 4
} Group 5
} Group 6

Figure 2: Dendrogram of G. stearothermophiluggenotypes obtained with the M13-PCR methodrhe percentage similarities were calculated using

Dice’s coefficient and UPGMA clustering methodseTdroups were formed with a similarity level at 7@%presented by a vertical scale).




Chapitre 3 Divegsgenétique et phénotypique @estearothermophilus

2.4.2Growth of selected G. stearothermophilus straina eange of temperature,
pH and NaCl concentrations and rates of sporulation

Several strains were chosen on the basis of th#ereht origin and their different
genetic profile (groups 1, 2, 3, 5 and 6 in thespr@ work) to estimate the phenotypic
diversity amondG. stearothermophilustrains isolated from canned food. A set of 19irs¢ra
that differed by their isolation origin and the ¢ygtrain DSM22 were tested for their ability to
grow at pH between 4.5 and 6.5 and between 37°C7at@ (Table 1). All strains exhibited
growth in less than 48 h at 50°C at the threeahfiH values of 6.5, 6.0 and 5.5, as well as at
55°C and 70°C, but only for initial pH values ob@nd 6.0. At an initial pH value of 5.0,
only six strains grew at 50°C, only three at 5588d none at 70°C. No strain was able to
grow at pH 4.8 and below at 50°C within 14 dayse Thost low-pH-tolerant strains were
isolate #122 and the type strain DSM22. At the nfiagbrable initial pH of 6.5, growth was
undetected for all strains at 72°C, and 75°C. Ad gH, the lowest temperature that allowed
growth for 12 isolates was 40°C. Strains #28 and gi@¢w in 48 h at 40°C. None of the 20
tested strains was able to grow at 39°C and 37t@HAS5.5, growth ability at 70°C differed
according to the strain: only strains #28, #46,2t#103 and #128 grew, and that growth was
observed within 48 h. Interestingly, isolate #2&ibked a rapid growth at 40°C pH 6.5, at
70°C pH 6.5 and at 50°C pH 5. Conversely, tempegatind pH ranges of growth were
restricted for isolate #119.
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Table 1 Growth of G. stearothermophilustrains at different initial pH and
temperatures

Time to growth at indicated pH and temperature {°C)

pH 6.5 pH 6.0 pH 5.5 pH 5.0

Strain number 40 45 50 45 50 45 50 55 70 50 55
(M13 group) 55 55

70 70

#1 (1) >4 4 2 4 2 ng 2 3 ng ng ng
#46 (1) ng 4 2 4 2 ng 2 3 2 ng ng
#8 (2) ng 4 2 4 2 ng 2 4 ng ng ng
#12 (2) >4 4 2 4 2 ng 2 3 ng ng ng
#28 (2) 2 2 2 4 2 ng 2 3 2 4 4

#52 (2) 4 4 2 4 2 4 2 3 ng 3 ng
#54 (2) 4 4 2 4 2 4 2 3 ng ng ng
#119 (2) ng ng 2 ng 2 ng 2 3 ng ng ng
DSM 22 (2) 4 4 2 4 2 ng 2 3 ng 2 4

#59 (3) ng 4 2 4 2 ng 2 4 ng ng ng
#66 (3) 4 4 2 4 2 4 2 3 ng ng ng
#67 (3) 2 2 2 4 2 ng 2 3 ng ng ng
#100 (3) 4 4 2 4 2 ng 2 3 ng ng ng
#122 (3) 4 4 2 4 2 ng 2 3 ng 2 4

#102 (5) ng 4 2 4 2 ng 2 3 2 ng ng
#103 (5) ng 4 2 4 2 ng 2 3 2 ng ng
#13 (6) ng 4 2 ng 2 ng 2 3 ng >4 ng
#14 (6) 4 4 2 4 2 ng 2 3 ng ng ng
#40 (6) ng 4 2 4 2 ng 2 ng ng >4 ng
#128 (6) 4 4 2 4 2 ng 2 3 2 ng ng

42, growth after 2 days incubation; 3, growth aefays incubation; 4, growth after 4 days inculratie4,

growth after more than 4 days incubation; ng, moagh observed for 14 days; nt, not teste%lSame results
were obtained for the temperatures 50, 55 and 70°C
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Growth in the presence of NaCl was assayed fosdnge strains in a concentration range
of 1-5% {Table 2). The results showed that all strains grew at b 206, but only 12 and
three strains (#40, #100 and #102) were able teldp\at 3% and 4% NaCl respectively.

Table 2. Growth of G. stearothermophilustrains incubated at different NaCl
concentrations

Time to growth (days) at NaCl

Strain number concentrations (wt/vol)a,)
(M13-group) 1% 2% 3% 4%
(0.975) (0.973) (0.971) (0.966)

#1 (1) 2 2 3 ng
#46 (1) 2 2 ng ng
#8 (2) 2 2 ng ng
#12 (2) 2 2 ng ng
#28 (2) 2 2 ng
#52 (2) 2 2 ng
#54 (2) 2 2 ng
#119 (2) 2 3 ng ng
DSM 22 (2) 2 2 2 ng
#59 (3) 2 2 ng
#66 (3) 2 2 ng ng
#67 (3) 2 2 ng
#100 (3) 2 2 3
#122 (3) 2 2 ng
#102 (5) 2 2 3
#103 (5) 2 2 ng ng
#13 (6) 2 2 ng ng
#14 (6) 2 2 ng
#40 (6) 2 2 3
#128 (6) 2 2 ng ng

ng, no growth observed

——
o
\l

 —




Chapitre 3 Divegsgenétique et phénotypique @estearothermophilus

All strains grew at 50°C and 55°C and pH 6.0 arid Bicluding in the presence of 2% NaCl.
Many of our observations are in accordance withrattars reported in the taxonomic
revision of the genu§&eobacillus(Ronimuset al, 2003; Coorevitet al, 2012): maximal
temperature for growth not exceeding 70°C, variabieimal temperature for growth in the
range 30°C to 45°C and no growth at 5% NaCl. Isehgtudies, most of the strains can grow
between 40°C and 60°C. In our study, growth tentpegaand pH range suitable for growth
were close for all strains whatever their origilthaugh some differences could be noted. By
contrast, strains dB. cereushave distinct growth characteristics dependinghmir genetic
groups (Guinebretiere et al., 2008). It has be@wshthatB. cereusstrains phenotypic traits
are related according to their toxicity, but not@aling to their origin (Carlin et al., 2006).

The percentage of spores produced as a functiontiafl pH and incubation temperature
was determined for the same 20 straihable 3). The most efficient condition for spore
production was pH 7.0 and 55°C for all strains @xder three isolates (#8, #28 and #128),
which formed more spores at 45°C, and isolate #df2ich formed more spores at pH 6.0.
Only isolate #52 produced 85% of spores at 70°Geredms all the others produced less than

35% or none.

2.4.3Heat-resistance of selected G. stearothermophthasns

Survival curves were followed on 3.5 to > 6 loguetibn. A satisfactory fitting was obtained
with at least one of the survival models, as shdynlow RSS Table 4) and by visual
examination of graphs (data not shown). Tdaevalue (time necessary to inactivate 5-log of
population) at 120°C was used to compare heattagsis of spores produced at pH 7.0 and
55°C (Table 4). Strains #28, #52, #67 and DSM 2#lsted atsp value above 10 min. The
tsp values were between 6.4 and 8.9 min for sevemstend below 4.9 min for six strains.
The lowesttsp value, 1.9 min, was obtained for isolate #119tlyastrains #8, #14 and #46
exhibited log-reduction greater than 7.0 in 0.5 amltsp was arbitrarily set at < 0.5 min. The
spore wet heat-resistance differed significantlyween strains (no overlap in the 95%
confidence intervals of many strains). These daeewompared to those recorded in a meta-
analysis ofG. stearothermophilubeat-resistance parameters (Rigaux et al., 2@t3)20°C
and pH 6.5 to 7.0, D values range between 1.3 mih1%.7 min with a median at 3.0 min,
which givestsq between 6.5 min and 84 min, with a median at TBh@.tsy values reported in
this work, although not all based on log-linearuethn, are clearly in the lower range of

these previous observations.
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Table 3. Sporulation ofG. stearothermophilustrains from different genotypic groups

% of sporulation after incubation at different teergdure (°C) and

Strain number pH condition§

(M13 group) 40°C  45°C 55°C 70°C
pH7.0 pH7.0 PpH7.0pH6.0 pH55 pH50 pH7.0

#1 (1) 2 7 100 90 80 nt 12
#46 (1) nt 0 100 95 95 nt

#8 (2) nt 90 45 2 30 nt

#12 (2) 0 0 70 95 10 nt

#28 (2) 0 95 50 20 50 1 1
#52 (2) 1 20 90 72 15 nt 80
#54 (2) 0 80 80 10 10 nt 35
#119 (2) nt nt 80 70 40 nt 0
DSM 22 (2) 0 5 95 60 nt 0 0
#59 (3) nt 0 70 60 15 nt

#66 (3) 4 95 95 95 90 nt

467 (3) 0 90 99 80 10 nt 1
#100 (3) 0 0 70 60 65 nt 0
#122 (3) 7 30 75 70 60 60 0
#102 (5) nt 23 90 80 20 nt 0
#103 (5) nt 2 40 10 2 nt 5
#13 (6) nt 0 50 45 40 nt 0
#14 (6) 7 5 85 15 10 nt 0
#40 (6) nt 85 90 60 nt nt 0
#128 (6) 0 90 60 10 0 nt 2

& The number is the percentage of spores amongdeitalformed on sporulation medium after 21 days
nt, not tested
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Table 4. Heat resistance at 120°C d@b. stearothermophiluspores produced at 55°C and
pH 6.5.

Misgouy mm) meral | SS! logmoder
#1 (1) 8.0 [7.7 : 8.4] 0.147 biphasic
#46 (1) nd

#8 (2) nd

#12 (2) 6.6 [6.3:7.0] 0.708 Weibull
#28 (2) 11.0 [10.8 : 11.3] 0.011 biphasic
#52 (2) 12.1 [11.5:13.1] 0.197 Weibull
#54 (2) 8.1 [7.8:8.4] 0.079 biphasic
#119 (2) 1.9 [1.8:2.1] 0.032  Weibull
DSM 22 (2) 12.4 [11.8 : 13.0] 0.234 linear
#59 (3) 3.6 [3.4:3.9] 1.097 linear
#66 (3) 7.1 [6.7 : 7.6] 0.400 biphasic
#67 (3) 10.7 [10.4 : 11.0] 0.260  Weibull
#100 (3) 2.7 [2.6 : 2.9] 0.141 linear
#122 (3) 4.9 [4.8 :5.1] 0.162 Weibull
#102 (5) 4.5 [4.3:4.6] 0.269 Weibull
#103 (5) 3.8 [3.7 : 3.8] 0.031  Weibull
#13 (6) 8.9 [8.3:9.7] 0.273  biphasic
#14 (6) nd

#40 (6) 6.4 [6.0:7.0] 0.099 Weibull
#128 (6) 6.6 [6.5:6.7] 0.006 biphasic

nd: not done ; *models: linear when destruction wasportional to time, Weibull when a shoulder
(characteristic of non-destruction) was observely ah the beginning, and biphasic when curves diggd a
linearity with latency

Three out of the four most heat-resistant straligs>10 min) were able to grow at the
lowest temperature (40°C), at the lowest initial gtH 5.0) or with 3% NaCl. The fourth
strain could grow in the same conditions excepthatlowest initial pH. Thus spore heat-
resistance was related to the ability to grow urither most extreme temperature and pH
values, although the relationship was not recidro€his relationship was also observed
among emeti®. cereusstrains. The highest heat-resistance of sporescaabined with a
shift of growth limits towards high temperature (\f¥a1978).
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2.4.4Relationship between genotypic group and isolatgimior phenotypic diversity

The possible relationship between genotypic groogh strain characteristics or strain
origin was investigated by multiple correspondeaoalyses (MCA) on several sets Gf
stearothermophilussolates tested in this work.

Several data set were analyzed in each of the Mf&& performed: (i) variables “food
category”, “food product”, “food company”, “area dolation”, “year of isolation” and
“genotypic group” applied to 127 strains (SuppletaenTable SJ), (ii) variables “vegetable
production area”, “isolation year” and “genetic gpd applied to 51 isolates from canned
vegetables (Supplementafgble SJ), or (iii) variables “minimal pH of growth”, “maxnal
pH of growth”, “minimal temperature of growth”, “mamal temperature of growth”,
“maximal sodium chloride concentration of growthida“genetic group” applied to 20
isolates Table 1, Table 2). Genetic grouping in each MCA was unrelated twifoategory or

product, year or area of isolation, or food compamyphenotypic features (data not shown).

2.5 Conclusions

Regarding the strains tested in our study, the pbenotypic diversity observed may be
explained by two hypotheses: either phenotypic rditae is truly weak within the species
giving a monomorphic status f@s. stearothermophilysor the poor diversity observed is
related to the common features shared by mosteoftitains,.e. spoiled canned food after
prolonged storage at 55°C. However the M13-PCRntyghould be an efficient tool to trace
G. stearothermophilum food processing plant. From a practical poinviefnv, and although
recommendations should be modulated by the posgitdsence of other spore-forming
bacteria with higher temperature tolerance sucMaarella spp. (Andréet al, 2013), some
process and product conditions regardidigstearothermophiluas a spoilage hazard in the
storage of high-temperature canned food can be opemp For instance, a$.
stearothermophiluscan grow and sporulate at temperatures between 40f€C 70°C,
processing line temperatures should be maintaibedea70°C. Similarly, salt addition below
3% does not exhibit a significant effect, while plecrease to 5.0 considerably hinders the
growth of most strains. Although an increase int saincentration cannot be used for
organoleptic and nutritional reasons, a decreaseoitt pH could be investigated, and should
result in a lower frequency of long-term canned dfospoilage caused byG.
stearothermophilus Lastly, heat-treatment process settings couldebessessed in the light
of a 20-fold range of variability fagp value at 120°C. Strains #28, #52 and DSM22 wege th
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most tolerant regarding growth conditions, and eitbd high heat resistance at 120°C: they

can be proposed as test strains in canned foo@sing design.
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Supplementary TableS1: Origin ofG. stearothermophilussolates tested in this study and M13-PCR group dermined in the present work

Isolate Food Area of Year of

number (#) Food product Food category company isolation isolation M13-PCR group
1 Ratatouille Vegetable - South of France 2006 1
3 Vegetable mix Vegetable B Picardy 2001 1
4 Red bean Vegetable L North of France 2002 1
10 Vegetable ravioli Vegetable/Starchy food B Picardy 2006 1
11 Salmon dumpling Fish/Starchy food X Burgundy 2009 1
17 Snail Meat Q South of France 2009 1
18 Meatball Meat - South of France 2010 1
43 Beetroot Vegetable - Center of France 2003 1
45 Rice pudding Milk/Starchy food J Aquitaine 2008 1
46 Fish pie Fish - Brittany 2007 1
48 Salad Vegetable \% South of France 2005 1
49 Zucchini flan Vegetable/Milk - Burgundy 2005 1
50 Zucchini flan Vegetable/Milk - Burgundy 2005 1
51 Green bean Vegetable @] Burgundy 2005 1
61 Sweet pea Vegetable K Brittany 2001 1
63 Sample surface F Alsace 2002 1
72 Porkcassoulet Vegetable/Meat - Center of France 2006 1
73 Sweet corn Vegetable - Aquitaine 2006 1
93 Vegetable ravioli Vegetable/Starchy food B South of France 2006 1
111 Cream Milk/Starchy food - Brittany 2009 1
2 Cassoulet Vegetable/Meat M Center of France 2001 2
7 Dumpling Meat/Starchy food T Burgundy 2005 2
8 Fish dumpling Fish/Starchy food X Burgundy 2007 2
9 Zucchini pie Vegetable/Starchy food - South of France 2006 2
12 White beans cooked in goose fatVegetable L North of France 2009 2
15 Duck leg Meat - South of France 2009 2
16 Turkey with curry sauce Meat Y South of France 2004 2
20 Ham with fat liver Meat C South of France 2010 2
21 Dietary cream dessert Milk/Starchy food - Brittany 2010 2
23 Turkey and vegetable Vegetable/Meat - South of France 2001 2
26 Cassoulet Vegetable/Meat P Brittany 2002 2
28 Potato purée Starchy food G Brittany 2007 2
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Chapitre 3 Diversité génétique et phénmyp deG. stearothermophilus

Isolate Food Area of Year of

number (#) Food product Food category company isolation isolation M13-PCR group
29 Meat stew Meat A South of France 2007 2
30 Vegetable ravioli Vegetable/Starchy food B South of France 2007 2
31 Bean in tomato sauce Vegetable - North of France 2003 2
32 Carrot Vegetable L North of France 2007 2
36 Flageolet bean Vegetable A South of France 2004 2
37 Duck risotto Meat/Starchy food - South of France 2007 2
52 Mushroom Vegetable U Brittany 2005 2
53 Vegetable mix Vegetable K Brittany 2005 2
54 Vegetable for couscous Vegetable L Picardy 2005 2
56 Smooth sweet pea Vegetable L North of France 2007 2
58 Bean in tomato sauce Vegetable L Picardy 2005 2
76 Potato purée Starchy food G Brittany 2007 2
77 Sweet pea Vegetable L North of France 2006 2
78 Vegetable mix Vegetable K Brittany 2006 2
80 Green lentils Vegetable - Brittany 2007 2
83 Flageolet bean Vegetable L Picardy 2005 2
84 Sweet corn purée Vegetable/Starchy food G Brittany 2006 2
85 Green bean brine L Picardy 2006 2
86 Green bean brine L Picardy 2006 2
87 Polenta purée Starchy food - Aquitaine 2006 2
89 Bean Vegetable L North of France 2009 2
90 Vegetable ravioli Vegetable/Starchy food B North of France 2006 2
91 Vegetable ravioli Vegetable/Starchy food B Picardy 2006 2
110 Bleacher residue - Brittany 2009 2
116 Ham with fat liver Meat C South of France 2010 2
117 Ham and fat liver Meat C South of France 2010 2
119 Dietary cream dessert Milk/Starchy food - Brittany 2010 2
125 Green bean Vegetable L Picardy 2010 2
126 Sweet pea carrot Vegetable L Picardy 2010 2
DSM 22 Type strain canned food DSMZ nd nd 2
5 Sweet corn Vegetable - Aquitaine 2004 3
6 Sweet pea Vegetable L North of France 2004 3
24 Pea soup Vegetable D South of France 2007 3
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Isolate Food Area of Year of

number (#) Food product Food category company isolation isolation M13-PCR group
25 Shellfish bisque Fish F Picardy 2001 3
27 Potatoes purée Starchy food G Brittany 2007 3
38 Turkey in curry sauce Meat M South of France 2004 3
44 Rice pudding Milk/Starchy food J Aquitaine 2008 3
47 Veal dumpling Meat/Starchy food X Burgundy 2005 3
55 Mushroom Vegetable U Brittany 2005 3
57 Meat ball Meat T Burgundy 2005 3
59 Mixed vegetable Vegetable \% South of France 2005 3
60 Vegetable salad and rice Vegetable/Starchy food L North of France 2001 3
62 Beetroot Vegetable - North of France 2001 3
66 Green bean Vegetable L Picardy 2008 3
67 Vegetarian salad Vegetable H Aquitaine 2004 3
79 Cassoulet Vegetable/Meat - South of France 2006 3
81 Cassoulet Vegetable/Meat A South of France 2006 3
82 Green bean brine L Picardy 2006 3
92 Pasta gratin Starchy food Y South of France 2006 3
94 Sweet corn Vegetable S Aquitaine 2008 3
96 Mixture of vegetable Vegetable I Aquitaine 2009 3
97 Meatloaf and green lentil Vegetable/Meat - South of France 2008 3
98 Cottage pie Meat/Starchy food A Aquitaine 2009 3
99 Veal stew and vegetable Vegetable/Meat - South of France 2009 3
100 Rice pudding Milk/Starchy food - North of France 2009 3
101 Baby food Vegetable/.Meat B Picardy 2009 3
104 Salmon ball Fish X Burgundy 2009 3
105 Hotdog sausage Meat - Brittany 2009 3
107 Soup Vegetable B Picardy 2009 3
108 Cream dessert Milk/Starchy food - Brittany 2009 3
109 Green vegetable semolina Vegetable/Starchy food B Picardy 2009 3
112 Bleacher residue o Brittany 2009 3
113 Ham Meat C South of France 2010 3
114 White bean and goose fat Vegetable L North of France 2010 3
118 Dietary cream dessert Milk/Starchy food - Brittany 2010 3
120 Dietary cream dessert Milk/Starchy food - Brittany 2010 3
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Isolate Food Area of Year of

number (#) Food product Food category company isolation isolation M13-PCR group
121 Vegetable soup Vegetable D South of France 2010 3
122 Sweet corn Vegetable N Aquitaine 2001 3
127 Pork and mushroom Vegetable/Meat W Aquitaine 2010 3
129 Bean Vegetable L North of France 2010 3
135 Vegetable mix Vegetable B Picardy 2001 3
137 Vegetarian salad Vegetable H Aquitaine 2004 3
DSM 2313  Collection strain DSMZ nd nd 3
DSM 5934  Collection strain DSMzZ nd nd 3
DSM 6790  Collection strain DSMZ nd nd 3
65 Sweet pea Vegetable L North of France 2004 4
69 Green bean Vegetable - South of France 2006 4
123 Chestnut chocolate flan Milk - South of France 2010 4
DSM 297 Collection strain Canned food DSMz nd nd 4
22 Sweet corn Vegetable N Aquitaine 2001 5
33 Frozen bean Vegetable L Picardy 2003 5
34 Sweet pea Vegetable L North of France 2004 5
35 Sweet pea Vegetable L North of France 2004 5
102 Sweet corn Vegetable S Aquitaine 2009 5
103 Sweet corn Vegetable S Aquitaine 2009 5
106 Sweet corn Vegetable I Aquitaine 2009 5
115 Pork tripe Meat - South of France 2010 5
124 Sweet pea carrot Vegetable - Brittany 2010 5
13 Snall Meat Q South of France 2009 6
14 Chestnut and mushroom Vegetable/Fruit L North of France 2009 6
19 Bean in tomato sauce Vegetable L Picardy 2010 6
40 Green bean Vegetable L North of France 2007 6
71 Baby food Vegetable/Meat B Picardy 2006 6
74 Pasta with vegetable and chickerivegetable/Starchy food/MeatP Brittany 2006 6
128 Pork and mushroom Vegetable/Meat W Aquitaine 2010 6
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Chapitre 4

1.Etude de la diversité génétique et phénotypique deavioorella

thermoacetica/thermoautotrophicesolées des conserves non-stables

1.1 Objectifs et choix méthodologiques

Parmi les bactéries thermophiles responsablestBsiibns des conserves alimentaires a
55°C, Moorella thermoacetica/thermoautotrophiast la plus fréquente puisqu’elle cause
36% des cas. Cette bactérie thermophile se déwelalgms des conditions strictement
anaeérobies. Cette espece produit des spores eshglumorésistantes parmi celles retrouvées
dans les conserves alimentaires. Avec un D a 12up€rieur a 30 minutes, la destruction des
spores par le processus d’appertisation s'avérecpmpatible avec le respect de la qualité
organoleptique du produit fini. De ce fait, sa pré&e sur les lignes de production et sa
persistance dans le produit fini apres l'apertsatiest un probleme majeur pour les
conserveurs. Ainsi, comme poGr. stearothermophilydes industriels veulent comprendre
comment et pourquoM. thermoacetica/thermoautotrophicpersiste sur les lignes de
production. Une approche similaire a été mise ernvreepour mieux connaitre les
caractéristiques de cette espece. Dans cette dtoliectif est de caractériser la diversité
génétique et phénotypique des soucheddéhermoacetica/ thermoautotrophiésolées de
conserves non-stables a 55°C a partir de la culeétablie au CTCPA sur une période de 10
ans.

Pour mener a bien ce projet, la méthode de typadS-RCR mise au point
précédemment a été appliquée avec succes. Decphisairement G. stearothermophilys
le génome deM. thermoacetica/ thermoautotrophicétait disponible dans les bases de
données. Le développement de la méthode MLVA estéaar I'élaboration de quatre
couples d’amorces, dessinés a partir des résdkdts recherche de VNTR sur le génome, qui
ont ensuite été utilisés en PCR avec succes. Elds,capacités de croissance e
thermoacetica/ thermoautotrophicat été étudiées pour un nombre de souches sélréts
sur la base de leur origine et leur diversité ggnét a travers différentes conditions de
températures et de pH ainsi que la présence diatitibe dans le milieu de croissance. Pour
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Chapitre 4 Diversité génétique et phénapypideM. thermoacetica/thermoautotrophica

finir, la thermorésistance des spores produites dies conditions optimales a été évaluée a
130°C.

1.2 Principaux résultats

Les quatre amorces développées pour la MLVA ontuétisées pour le typage de 72
souches deM. thermoacetica/ thermoautotrophied ont permis de déterminer 30 profile-
types. Parallelement, 21 profile-types ont été l&tah partir de 85 souches dd.
thermoacetica/ thermoautotrophicavec la méthode de la M13-PCR. Une importante
diversité a été observée parmis ces isolats pron@gaconserves alimentaires altérées a 55°C
pour les deux méthodes testées. Les températutesmes de croissance pour 19 souches
sélectionnées étaient de 45°C pour la plus bas68°€& pour la plus haute. La plus faible
valeur de pH initial enregistré pour laquelle gng@issance bactérienne a été observée était de
4,5. Ces données laissent penser d’apres la litératientifique certaines souches étudiées
ici ont une plus forte similarité avec I'espébé thermoautotrophicaque I'espéceM.
thermoaceticalLa thermorésistance, évaluée par le paramgfiee 130°C, des souches isolées
y compris les deux souches de références variaital@3 minutes. L'ensemble des résultats
de cette étude est un complément d’'informationsrgigles pour aider les industriels dans la
prévention de [laltération des conserves alimeesair causée par M.
thermoacetica/thermoautotrophicBe fagcon générale, abaissé le pH ne sera pasolut®s
pour diminuer la prévalence de cette espéce. Hitsafors recommandé d’appliquer des
températures supérieures a 70°C tout le long deépdé de production pour inhiber la
croissance et la sporulation d& thermoacetica/thermoautotrophiaat ainsi diminuer la
charge bactérienne qui entre dans le produit deamtocessus d’appertisation. Cependant, il
sera nécessaire de prendre garde par I'applicdgotelles mesures pour ne pas sélectionner
des spores qui seraient encore plus résistantes.
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2. Article 2: New insights in the physiology of the hghly heat resistant
spore forming bacteria Moorella thermoacetica / thermoautotrophica

involved in spoilage of canned foods

Loic DURAND, Fabienne REMIZE Marie-Héléne GUINEBRERE, Frédéric CARLIN,
Stéphane ANDRE and Stella PLANCHON

Manuscrit en préparation pour soumission 2 BMC Mhiplogy

2.1 Abstract

Moorella thermoacetica/thermoautotrophicpecies forming highly heat resistant spores is
the main cause of canned food spoilage at eleva®gerature (55°C). At this time, the
species M. thermoaceticaand M. thermoautotrophicacannot be discriminated by
physiological traits neither 16S rRNA gene sequetrcehis study, we applied two typing
methods, M13-PCR and Multiple Locus Variable-Numibandem-Repeats (VNTR) analysis
(MLVA) which was specifically developed for genotyp M.
thermoacetica/thermoautotrophicesolates from canned food products. Four out afeni
VNTR loci identified were used as markers for ML\BAIt only two were discriminatory.
MLVA distinguished 30 profile-types among 78 iselsat The M13-PCR method gave 21
genotypes from 85 isolates. A great diversity amisotates from canned food was observed
with both typing methods. The ability to grow affelient pH and temperatures and the ability
of spores to resist to high wet treatment wereistudn 19 selected isolates. The temperature
range for growth ofM. thermoacetica/thermoautrophicgolates was comprised between
45°C and 68°C, and the minimal growth pH was 4ltese data suggest a stronger similarity
of tested isolates to the specMsthermoautotrophicahan toM. thermoaceticaAll isolates
were resistant to cycloserin and ampicillin antilw® The D value at 130°C, characterizing
spore wet heat resistance, varied from 1.4 to 6rtutes for the 19 tested isolates including

two reference strains.

Keywords
Moorella thermoacetica/thermoautotrophjcapoilage, canned food, MLVA, M13-PCR,
diversity, growth, antibiotic resistance, wet hesgistance.
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2.2 Introduction

Thermophilic species have been primarily isolatexnf hot environments but are also
found naturally in soils (Collingt al, 1994; Gossneet al, 1999; Marchanet al, 2002).
Non-pathogenic species are generally poorly studiecept for their potential industrial
applications such as production of heat stable mezyor metabolites (Draket al, 2008).
Several of these thermophilic species were fredyeatdtected in processed foods with or
without spoilage such a&eobacillus spp. Geobacillus stearothermophilusseobacillus
thermoamylovoransGeobacillus thermodenitrificapsBacillus spp. Bacillus licheniformis
Bacillus thermoamylovorans Bacillus sporothermodurais Desulfutomaculum spp.,
Thermoanaerobacteriurspp. andvioorella spp. (Rueckerét al, 2005; Burgeset al, 2010;
Postollecet al, 2012; Andréet al, 2013). The former genus encloses four spebtlesirella
thermoacetica(Fontaineet al, 1942), Moorella thermoautotrophicgWiegel et al, 1981),
Moorella glycerini(Slobodkinet al, 1997), andVioorella mulderi(Balk et al, 2003). The
type species of this genus hoorella thermoaceticaand the type strain DSM 521 was
isolated from horse manure. This species, originatlescribed as Clostridium
thermoaceticumwas separated from Clostridia by its high GC eetage and its relative
closeness tdoorella thermoautotrophic&Clostridium thermoautotrophicummSeparation of
these two species is challenging avid thermoautotrophicacould be considered as a sub-
species oM. thermoaceticgCollins et al, 1994). The 16S ribosomal RNA gene sequence
(rRNA), commonly used to differentiate speciedhasderline for the separation of these two
species (99% identity). Both species share closmqiypic traits that are now recognized as
not sufficient for species differentiation (Collirg al, 1994). Thermophilic species form
spores nowadays identified as the most heat rasistathe food industry (Wagner and
Wiegel, 2008; Andrét al, 2013). Thus, they withstand thermal treatmenegiue stabilize
canned food. Spoilage depends on several fact@ts @i incubation temperature, food pH
and food compositiorM. thermoacetica/thermoautotrophickevelopment results in a strong
product acidification with or without can swellimgpending on the available carbon source
(Ashton and Bernard, 1992; Olson and Sorrells, 198k isolates oiMoorella spp. were
identified from spoiled canned food including ahfisoup and cooked meat (Carligr al,
2006). In a ten year survell. thermoacetica/thermoautotrophicpecies were encountered
in 36% of spoiled canned foods after incubatiorb®tC during seven days (Andei al,

2013). Interestingly, isolates were more frequefdlynd in green peas and carrots, in lentils
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and sausages and in cottage pie, which correspdodedd treated at very high sterilization
values.

We studied a panel of 8N. thermoacetica/thermoautotrophicgtrains coming from
various origins (canned vegetables, ready-to-eahax meals and soils), years and food
factory including two reference strains. The aimtlis study was to determine genetic
diversity within M. thermoacetica/thermoautotrophicgpecies and to increase knowledge in

the physiology of these species.

2.3 Material and methods

2.3.1Strains and culture conditions

A total of 87 strains were tested in this studplfle 1). Among them, 83 strains were
selected between 2002 and 2011 from spoiled cafowal after long-term storage at 55°C
(André et al, 2013). Two isolates (#83 and #82) were isolatednfsoil in Britanny. All
isolates were identified asMoorella thermoacetica/thermoautotrophicasing either a
specifically developed PCR tool (SporeTraQ™) (Pstwt al, 2010) that targets the DNA
region corresponding to 16S rRNA sequence, orga#iquencing of this region. Two strains
were obtained from the DSMZ (Deutsche SammlungMdaoorganismen und Zellkulturen,
Braunschweig, Germany) and the ATCC (American Tghdture Collection, Molsheim,
France) collections (DSM 521, ATCC 39073). DSM5#hia has been isolated from horse
manure and origin of ATCC 39073 is not specifieden@me of this strain was fully
sequenced in 2008 (Piercet al, 2008) and is available on the NCBI website
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome). Strains westored at —-80°C in a cryogenic
preservative solution with beads (AES ChemunexzBfuance).

Two or three beads of a stock culture were dropipéal Rosenow broth (BioRad,
Marnes-la-Coquette, France) modified by additioriaf/L soluble starch and covered with
paraffin before incubation for 7 days at 55°C. Mmdiwas boiled during 10 minutes to
remove traces of oxygen just before inoculatior60® pl volume of this revivified culture
was inoculated into modified Rosenow broth and lrated 5 days at 55°C in anaerobiosis.
The resulting pre-culture was used for subsequemtulation for growth and sporulation

studies.
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Table 1: Origin of M. thermoacetica/thermoautotrophicesolates tested in this study

Isolate Origin Origin category Food Area _of _Year_of M13-PCR MLVA

number company isolation isolation PT® PT®

12 Cassoulet Meat/Vegetable M Britanny 2004 1 5

13 Cassoulet Meat/Vegetable M Center 2004 1 7

22 Green pea Vegetable S Aquitaine 2004 1 5

84 DSMZ 521 Horse faeces NA 1 4

89 Green pea Vegetable 0] Burgundy 2009 1 Nt°

91 Green pea Vegetable 0] Burgundy 2010 1 Nt°

54 White bean Vegetable A Britanny 2009 2 15

87 Saifri? pea and Vegetable @) Burgundy 2006 2 Nt°

88 Green pea Vegetable 0] Burgundy 2009 2 Nt°

90 Green pea Vegetable 0] Burgundy 2009 2 Nt°

96 Green pea Vegetable 0] Burgundy 2011 2 Nt°

98 ATCC 39073  NA NA® 2 Nt°

14 Mushroom Vegetable F Alsace 2007 3 6
cream

16 Lentils sausages Meat/Vegetable M Center 2004 3 22

19 creen pea and /o getable L Picardy 2007 3 NE°

35 Green bean Vegetable L Picardy 2003 3 15

49 Green pea Vegetable L North of France2006 3 13

56 Green pea Vegetable L Picardy 2006 3 5

65 Cottage pie Meat/Starchy food A Aquitaine 2009 3 6

97 Green pea Vegetable O Burgundy 2011 3 Nt

6 Pea soup Vegetable F Alsace 2007 4 18

7 Garden pea Vegetable L North of France2007 4 5

9 Stuffed cabbage Meat/Vegetable R Aquitaine 2004 4 5

10 Stuffed cabbage Meat/Vegetable R Aquitaine 2004 5

58 ﬁﬁgﬂfggnfars'ey Vegetable U Britanny 2008 4 19

64 Mushroom Vegetable U Britanny 2009 4 29

85 Saifri? pea and Vegetable o Burgundy 2006 4 Nt°

93 Green pea Vegetable 0] Burgundy 2011 4 Nt

20 Mushroom Vegetable U Britanny 2008 5 Nt

23 Paélla Meat/Starchy foodp Britanny 2004 5 5

1 Cottage pie Meat/Starchy food Y South of France2007 6 1

2 Cottage pie Meat/Starchy food A South of France2007 6 10

4 Ravioli Meat/ Starchy foodB Burgundy 2007 6 12

15 \?eug;r;te;b];gw' / Meat/Vegetable = Britanny 2004 © Nt°

24 Green bean Vegetable S Aquitaine 2005 6 12

25 Green pea Vegetable L Center 2005 6 13

26 Green bean Vegetable S Aquitaine 2005 6 20

30 Mushroom Vegetable U Britanny 2005 6 17

42 Vegetable brine  Liquid L North of France 2005 6 5

46 Chestnut purée  Starchy food o South of France 2008 6 13

47 Green pea Vegetable L North of France2006 6 19
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Isolate Oriin Oridin categor Food Area of Year of M13-PCR MLVA
number 9 9 gory company isolation isolation PT® PT®
57 Seafood Fish 1\ Burgundy 2008 6 12
59 Meat ball with Meat/Vegetable A South of France 2008 6 12
tomato sauce

60 Green pea Vegetable 0] Burgundy 2008 6 27

62 Green bean Vegetable P Britanny 2008 6 27

63 Ham Meat B Picardy 2008 6 27

68 Coucous Meat/Starchy food A South of France2009 6 4

69 Green pea Vegetable E Aquitaine 2009 6 25

70 Green pea Vegetable E Aquitaine 2009 6 18

72 Meat with Meat/starchy food G Britanny 2009 6 20
potatoes

73 Meat with Meat/starchy food G Britanny 2009 6 20
potatoes

40 Diced mixed /o0 otaple L Picardy 2008 7 2
vegetable

32 Mushroom Vegetable U Britanny 2005 8 16

48 Turkey Meat M Center 2006 9 Nt®
blanquette

55 Green pea and Vegetable P Britanny 2006 9 30
carrot

53 Green pea Vegetable L Picardy 2006 10 2

75 iil,:”gork with Meat/Vegetable a South of France 2010 10 18

76 i«':l][['[ilps)ork with Meat/Vegetable a South of France 2010 10 18

34 Stroga Meat/Vegetable B Burgundy 2007 11 21

27 Milky drink Milk ® Center 2008 12 28

31 Chopped parsley Meat/Vegetable U Britanny 20082 1 5

36 Lentil sausage Meat/Vegetable M Center 2004 12 3 1

37 Lentil sausage Meat/Vegetable M Center 2004 12 3 1

41 Green pea Vegetable L North of France2005 12 7

44 Ravioli Meat/Starchy food B Picardy 2007 12 13

66 Chicken with Meat/Vegetable G Britanny 2009 12 20
mushroom

74 Green pea Vegetable z Picardy 2009 13 15

78 Spinach Vegetable K Britanny 2010 14 24

83 Ground NA o] Britanny 2010 15 15

43 Pasta Starchy food B Picardy 2005 16 5

3 Green pea Vegetable L Picardy 2002 17 8

11 Salt pork Meat M Center 2004 17 11

21 Z?]L'[ilzork with Meat/Vegetable M Center 2004 17 5

28 Green pea Vegetable L North of France2004 17 26

51 Green pea Vegetable L North of France2006 17 2

61 Diced mixed /o0 otaple L Picardy 2000 17 8
vegetable

71 Meat with PEPPET\reat G Britanny 2009 17 20
sauce

77 Mushroom sauce Vegetable ® Britanny 2010 17 3

50 Green pea Vegetable L North of France2006 18 15
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Isolate Origin Origin catedor Food Area of Year of M13-PCR MLVA
number 9 9 gory company isolation isolation PT® PT®
79 Spinach Vegetable K Britanny 2010 18 24
38 Leek Vegetable T Center 2007 19 15
81 Green pea Vegetable L Picardy 2010 19 28
82 Ground NA o] Britanny 2010 19 15
94 Green pea Vegetable 0] Burgundy 2011 20 Nt°
39 gﬁi? pea and Vegetable L Picardy 2004 21 22
5 Garden pea Vegetable L North 2007 Nd 3
17 Lentils Sausages Meat/Vegetable M Center 2004 Nd 23

18 Sweet corn Vegetable L South 2004 Nd 24
33 Sweet peas carotVegetable T Center 2007 Nd 14
45 Cottage pie Meat/Starchy food Y South 2006 Nd 7
52 cottage ple Wit yjeaystarchy food A Aquitaine 2006  Nd 7
67 Paella valencianavieat/Starchy food A South 2009 Nd 15
80 Cottage pie with Meat/Vegetable 0 Britanny 2010 Nd 18

carrot

2PT is profile-type® Nt: not tested® NA: not applicable

2.3.2Genetic study
* M13-PCR typing method

DNA extraction

A 200 pl volume of a 5 days culture in modified Boesw broth was spread on Meat
Liver agar supplemented with 2 g/L yeast extraad amcubated for 5 days at 55°C in
anaerobic condition (AnaeroGen Compact, Oxoid) teel@NA extraction. DNA preparation
was obtained as described previously (Guinebrete@ Nguyen-The, 2003) with minor
modifications. Two loops of cells were suspende&30 pl extraction buffer (1.7% sodium
dodecyl sulfate, 200 mM Tris-HCI (pH 8), 20 mM EDJT200 mM NaCl). The suspension
was incubated at 55°C for 1h min with 25 ul of pmase K (10 pug pl-1) (Sigma-Aldrich,
Saint-Quentin-Fallavier, France). DNA was extracteidh one volume of phenol. After
centrifugation 13000 x g, 5 min, the aqueous plas#aining DNA was mixed with one
volume of phenol, recovered after centrifugatiomgd #hen mixed again with one volume of
phenol. The aqueous phase was collected and thacgah was completed by a phenol-
chloroform-isoamyl alcohol (25:24:1) extraction steFinally, the aqueous phase was
precipitated with absolute ethanol at -20°C. Aftentrifugation 20 min at 13000 x g, the
pellet was washed with cold 70% ethanol, air daedoom temperature, dissolved in 50 pl
sterile ultrapure water, and stored at —20°C. Proguantification, DNA suspension was
incubated 15 min a 37°C with 2 pL of RNAse A (0.dU). DNA was quantified by
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absorbance at 260 nm (NanoQuant Plate™ Infinite®@0/Xecan Austria), then stored at -
20°C before use. DNA extraction was repeated thiraes from independent cultures of

randomly selected 24 strains to evaluate the reibdity of genomic analyses.

Amplification of M13 region

The M13-PCR method used was previously describedGunebretiere and Nguyen-
The, 2003) with minor modifications. PCR mix (25 pbntained 50 ng of DNA template, 4.8
mM primer PM13: 5-GAGGGTGGCGGCTCT-3’ (Eurogente®S Seraing, Belgium), 1.25
mM dNTPs mix (Eurogentec), 6 mM MgCI2 (Sigma-Aldrjc 10% (vol/vol) dimethyl
sulfoxide (Sigma-Aldrich), and 1.5 U of Diamond ®adpNA polymerase (Eurogentec) in
supplier buffer. PCR amplifications were performeda GeneAmp® PCR System 9700
(Applied Biosystems, USA). PCR cycling parametaduded a denaturation step at 94°C for
3 min followed by 35 cycles each consisting of 946€1 min, 40°C for 1 min and 68°C for
8 min; and a final extension step at 68°C for 16.m negative control containing ultrapure
water instead of DNA and a positive control witle tANA of B. cereus strain ATCC 14579
producing a known banding pattern were includeglaich PCR experiment.

Electrophoresis and data analysis

PCR products from M13-PCR were analyzed by elebwogsis on 1.5% agarose gels
with the molecular mass DNA marker Smart Ladderdgantec) using 0.5x TAE buffer (20
mM Tris, 10 mM acetic acid, 0.5 mM EDTA, pH 8). Gelere stained with ethidium
bromide and visualized and photographed on a UVimelger (Molecular Imager® Gel
Doc™ XR System 170-8170, BioRad, France). Band tiposi similarity coefficient and
dendrogram were determined using the BioGene 9o@vare (Vilber Lourmat, Marne-la-
Vallée, France) for M13 profiles analysis. A dergiam was constructed from the similarity
banding pattern of M13-PCR amplification using theweighted Pair Group Method with
Arithmetic mean (UPGMA) and DICE’s coefficient. Ahe DNA preparations were analyzed
by M13-PCR twice independently to evaluate the adpcibility of electrophoresis profiles.
The B. cereusATCC 14579 was chosen as positive control to etelithe variability
generated by the analyses (PCR-electrophoresiseiranglysis). The confidence interval on
band size was adjusted to obtain 100% similaritjwben experimental replicates. The
similarity threshold was adjusted to obtain the mman of robustness for genetic group

formation.
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* MLVA typing method

DNA extraction

One ml of a 5 days preculture in Rosenow broth eesrifuged 1 min at 12000 x g and
the cell pellet was suspended in 200 ul of Inst@yematrix kit (Bio-Rad, France). Then,
DNA was extracted according to the manufacturerssructions.

Primers development and PCR amplification

The program “The Microorganisms Tandem Repeatstiastl (TMTRD) (Grissat al,
2008), available in the website: http://minisateBiu-psud.fr, was used to locate repeated
regions within the genome sequenceMdorella thermoaceticeATCC 39073. Nineteen
potential VNTR loci were identified, and nine lagere chosen based on repeat size (100-500
bp) and copy number (>2). Nine primer pairs wersigleed from the left and right 500 bp
regions flanking VNTR using Primer BLAST (http://wwncbi.nim.nih.gov/tools/primer-
blast/). Primers pairs were designated Moo-A to M@bable 2).

PCR mixture (25 pl) contained 5 pL of DNA templde€ mM dNTPs mix (Eurogentec),

3 mM MgCh (Sigma-Aldrich), 2 U of Diamond Taqg® DNA polymeeagEurogentec) in
supplier buffer and 0.4 uM of each primer. PCR iocgchbarameters included a denaturation
step at 94°C for 5 min followed by 35 cycles eaohsisting of 94°C for 1 min, 53°C for 1
min and 72°C for 1 min; and a final extension se@2°C for 10 min.

Electrophoresis analysis
PCR products of different sizes were visualizeetrafit% agarose gel electrophoresis
using 0.5x TAE buffer (20 mM Tris, 10 mM acetic &c0.5 mM EDTA, pH 8). Gels were
stained with ethidium bromide and photographed d#Vvagel imager (Molecular Imager®
Gel Doc™ XR System 170-8170, BioRad, France). Aotygre was created for each isolates
by assigning an MLVA genotype (MT).

——

106

St




Chapitre 4 Diversité génétique et phénapypideM. thermoacetica/thermoautotrophica

Table 2: Moorella VNTR loci characteristics with primer designationsand sequences

Repeat . Predicted Amplified
) Copy Primer . .
Locus size number name Primer sequence annealing fragment
(pb) temp (°C) size (pb)
Moo-A 12 6.3 Moo-A_F 5-AAAAGGAGGCTGAGACAATCA-3' 531 197
Moo-A R 5-CACCTTTTCTTCCAGGTCA-3 50.8
Moo-B 12 7.4 Moo-B_F 5-AAGTCCCGTGGCTTTGAA-3’ 53.0 229
Moo-B_R 5-GGAGGTGGAACGGATGATTTA-3 53.4
Moo-C 15 3.6 Moo-C_F 5-AAAGAACAATTTGGACCCG-3 50.0 198
Moo-C_R 5-ATTAAAGAGGGTCCACCTGA3’ 52.5
Moo-D 33 5.8 Moo-D_F 5-GCTACAACAATACCTGCTGC-3 50. 365
Moo-D_R 5-GACAGGATAGGGAGCATCAA-3’ 52.5
Moo-E 33 8.5 Moo-E_F 5-GCAATGTGGCTATCGTG-3’ 50.0 74
Moo-E_R 5-TTCTCTTACAGCGTATCGAC-3 51.0
Moo-F 12 4.8 Moo-F_F 5-GAGGATATTATCAACAGCGACC-3 &4 345
Moo-F R 5-‘GATAATCTGCTGCAGGACA-3’ 50.9
Moo-G 12 5.7 Moo-G_F 5-GAGGATATTATCAACAGCGACC-3' &4 357
Moo-G_R 5-GATAATCTGCTGCAGGACA-3 50.9
Moo-H 12 5.7 Moo-H_F 5-GAGGATATTATCAACAGCGACC-3' 34 355
Moo-H_R 5-GATAATCTGCTGCAGGACA-3 50.9
Moo-I 18 3.2 Moo-I_ F  5-TAAACGTTCCAGGATGCG-3' 51.5 249
Moo-l R 5-CGTATGGGTGATAGGCAG-3’ 50.7

2.3.3Phenotypic study

» Growth at different temperatures and pH

Growth was performed on Dextrose Tryptone Broth Bpbecause acidification of this
medium can be easily performed. Initial pH was si#jd after autoclaving by adding HCI 2N
(Fischer Scientific SAS, lllkirch, France). This diemn contains a low percentage of agar that
contributes to maintain anaerobiosis with paradtimpper above the medium.

A volume of 500 pul of five days culture was spreadDTB medium at different pH (4.5,
5.0, 5.5, 6.0, 7.0). Incubation was performed #ednt temperatures 40°C, 45°C, 50°C,
55°C, 65°C, 68°C and 70°C. Growth was checked e2érly during 21 days by visualization
of turbidity of the medium. Strains were considepesitive for growth when turbidity was
equivalent to 0.5-1 McFarland units correspondm@rt optical density at 600 nm of 0.1-0.2.

Strains with negative growth were checked a setiomgl for growth in the same condition.
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* Antibiotic resistance

A 500ul volume of a five days culture was inocutate DTB medium, as described
above, with or without antibiotic. Five antibiotiggmpicillin, erythromycin, cycloserin,
tetracyclin and methicillin) were tested at differeoncentrations: from 0.5 to 32 pg/ml (0.5,
1.0, 2.0, 4.0, 8.0, 16.0 and 32.0 pg/ml) for therfer antibiotic and 2 and 4 pg/mL for the
four others. Growth was checked every 24h during@js as described above.

« Spore production and heat resistance

For spore production, protocol was followed as fmesly described (Andrét al, 2013).
Heat resistance at 130°C was determined as followkd number of surviving spores was
evaluated after 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 483 &nd 10 minutes in capillary tubes. Serial
decimal dilutions of the content of capillary tube®.2 M phosphate buffer were spread onto
Meat Liver modified agar medium and then coverethwanother layer of molten medium at
50°C. Plates were incubated at 55°C for 7 daysaeeobiosis (AnaeroGen Compact, Oxoid)
before colony counts. Graphical log plots of suingy population vs heating time (log

CFU/mL= 1(t)) were fitted according to log-linearogtel according to the following equation:
logN =logN, _LD where N and N are the initial and final number of cell$=(@mL) after a

treatment time t (min), respectively, and D is deeimal reduction time (min).

2.3.4Statistical analysis

Qualitative data were analyzed by multiple corresjgmce analysis (MCA) with the
software XLSTAT (AddinsoftTM, Paris, France). Thariables tested were either (i) food
category/product for isolation, food company, gapdpical location and year of isolation for
the whole strains of the study, or (ii) lowest t@rgiure, highest temperature, lowest pH,
highest pH at which a growth was observed, and BQ3@lue for the strains selected for
phenotypic study. Observations were isolate numlzerd M13-PCR or MLVA group

numbers.
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2.4 Results

2.4.1Molecular typing of isolates

A collection of 87M. thermoacetica/thermoautotrophicsolates essentially coming from
spoiled canned foods and environment of vegetabbeessing was used for genotyping
(Table 1.

* M13-PCR typing results

Electrophoresis patterns were obtained for 85 rstralhe number of DNA bands
detected varied from 13 to 23 bands ranging betwli®hand 3000 bp. A dendrogram was
built to determine the relatedness between str@itgire 1). Twenty one different profile-
types were obtained with a 93% similarity thresh@djure 2). From the 21 profile-types, 12
groups were obtained and nine strains correspotaleddependent profile-types. Among
these 12 groups, five profile-types gathered twthoge strains and six profile-types gathered
six to eight strains. The profile-type 6 was thesioequently observed and gathered 21 out
of 84 isolates. Profile-type 6 gathered most ofates collected in 2008 but they originated
from diverse areas and foods. Two strains isolate@007 from cottage pie from two
different food companies geographically close bgémh to profile-type 6. Interestingly,
profile-types 1, 2 and 4 contained nine out of ddldates coming from the O food industry
(Table 1). On the opposite, the 19 isolates from the L foothpany were distributed in ten
different profile-types. Strains isolated from gregeas, which are the most frequent food
spoiled byM. thermoaceticawere distributed in 12 different profile-typesadtly, every
couple of isolates collected from the same food,game year and the same place exhibited
the same profile-type: that was observed for 9773, 75/76, 36/37, plus 69/70, 24/26,
49/56, 11/21 and 88/90. However, that was not #ee dor the three couples 66/71 (same
origin than 72/73), 78-79 and 82-83.

Possible relationships between profile-type andirstorigin was investigated by multiple
correspondence analyses (MCA) but any 2D projecti@s robust enough to propose a

relationship (data not shown).
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Figure 1: Dendrogram of M. thermoacetica/thermoautotrophicaisolates genetic

relationship obtained by M13-PCR
The percentage of similarity represented by thdzbatal scale was calculated using Dice’s coeffitiand
clustered by UPGMA. Groups formed at 93% of sinitjathreshold are separated with the vertical scale
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M1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 M 13 141516 17 18 19 2021 M

300C

Figure 2: M13-PCR banding profile of 21M. thermoacetica/thermoautotrophicatrains
Lane 1-12: strains 13, 98, 14, 6, 23, 57, 40, 82,75, 34 and 36. Lane 13-21: strains 74, 78, 833450, 38,
94, and 39. Lanes M: DNA molecular size marker JODMA ladder RTU (Nippon Genetics)

* MLVA typing results

Among the 19 VNTR loci identified using TMTRD, onhine exhibited suitable copy
number and repeat length. The nine primer pairewested on 12 different strains Mgt
thermoacetica/thermoautotrophic&/nique fragments were amplified for four primexirg.
The characteristics of the four VNTR loci, ampldidy the primer pairs Moo-C, Moo-E,
Moo-F and Moo-I, are presentedtable 2

From the collection, 72M. thermoacetica/thermoautotrophidaolates were analyzed
with these four primer pairs. Moo-C and Moo-I arfipétion resulted in a single length
amplified fragment for all isolates with expectedes respectively at 198 bp and 249 bp for
Moo-C and Moo-I. Moo-E amplification resulted ingbt different amplicon sizes ranged
between 400 bp and 700 bp depending on the isaladeMoo-F in nine amplicon sizes
ranged between 300 bp and 500 bp. An example ofrefghoretic profile showing length

polymorphism for Moo-E between isolates can be se&mgure 3.
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M 1 2 3 45 6 7 8 9 101112 M 13 14 15 16 1718 19 20 21 22

Figure 3: Example of Moo-E locus amplicons fronM. thermoacetica/thermoautotrophica

isolates
Lanes 1-24Moorellaisolates. Lane M: DNA molecular size marker Smadder SF (eurogentec)

Consequently, only Moo-E and Moo-F amplificatiorsukts were discriminatory between
isolates and their combination resulted in 30 peetfypes.

Among the 72 tested isolates, 13 of them exhibitetbpendent profile-types and 13
groups with the same profile-type gathered two ¢arfisolates only. Three groups,
corresponding to profile-types 13, 15 and 20 gattheespectively six, eight and five strains.
And the main group was constituted of 11 isolates mamed profil-type 5. As for M13-PCR,
isolates from the same food product, the same ae@drthe same company exhibited in most
cases the same profile-type: it was the case tly, ¥2/73, 75/76 and 36/37, plus for 66/71,
78/79 and 82/83, but not for 49/56, 24/26, 69/7d@ ad/21. As for M13-PCR, multiple
correspondence analyses (MCA) did not point ouniB@ant relationships between isolate

origins and MLVA profile-types.

2.4.2Phenotypic characterization of isolates

» Temperature and pH range for growth

A total of 18 strains with different origins plus@ reference strain (DSM 521) were
selected to characterize their ability to grow iffiedent temperatures (40°C-70°C range) and
pH (4.0-7.0 range)T@able 3.
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Table 3: Ability of selected isolates oMoorella to grow at different temperatures and

pH
Time to growth at indicated pH and temperature{°C

Strain 40°C 45°C 50°C 55°C 65°C 68°C  70°C
number

pH 7 7 45 5055 6 7 45 50 55 6 7 7 45 7 7
DSM521 ng 12 ng ng ng 7 4 ngng ng 22 3 ng 7 ng
91 ng 12 ng ng ng 4 7 125 2 2 2 3 7 7 ng
16 ng ng ng ng 7 3 4 127 2 2 2 3 ng ng ng
19 ng 12 ng ng 4 4 7 ng2 5 22 3 ng ng ng
35 ng ng ng ng 7 4 ng ng7 2 22 3 ng ng ng
10 ng ng ng ng ng 4 7 77 5 22 3 ng 7 ng
58 ng ng ng ng 7 4 4 125 2 25 3 ng ng ng
30 ng ng ng ng ng ngng 9 5 5 25 3 7 7 ng
60 ng 12 ng ng 7 4 4 97 7 77 3 ng 7 ng
3 ng ng ng nt nt nt nt ngng 3 33 nt ng nt ng
27 ng 12 ng ng 7 4 7 122 2 22 3 7 7 ng
83 ng ng ng 7 7 4 4 97 5 52 3 ng 7 ng
43 ng ng ng 7 3 4 4 125 5 22 3 ng ng ng
11 ng 12 ng ng 7 4 3 55 2 25 3 ng 7 ng
50 ng 12 ng ng ng 4 7 125 2 25 3 ng ng ng
79 ng 9 ng ng ng ng7 5 2 2 22 3 ng ng ng
38 ng ng ng 7 4 3 3 125 2 25 3 ng nt ng
52 ng 12 ng 7 4 3 4 125 2 22 3 ng ng ng

& growth is expressed in day-value
ng, no growth; nt, not tested

The results showed that optimal growth temperatvaie comprised between 55°C and
65°C. At 55°C, all isolates developed within 48tDmB with an initial pH of 7.0, 6.0 and 5.5
except the DSM 521 strain for the lowest pH. AniahipH of 6.0 resulted in faster growth for
six isolates compared to pH 7.0 at 55°C. WhenahpiH was adjusted below 5.5, the growth
of only two strains out of 18 was impaired at pl@ &nd of four strains at pH 4.5. At 50°C
only two isolates did not grow at an initial pH D or 6.0. At 50°C and an initial pH of 4.5,
no strain was able to grow, but four isolates dgvedl at the same temperature and an initial
pH of 5.0. At 45°C, 50% of isolates grew at aniatipH of 7 after 1 week of incubation. Five
out of these nine isolates, including the typeistraere also able to develop at 68°C and a
pH of 7.0. At this temperature, the growth of thigaates was observed with an initial pH of
4.5. No growth was noticed, after 21 days of in¢iaoa for any isolate at the minimal and

maximal temperatures of 40°C and 70°C.
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Table 4. Ability of selected isolates ofMoorella to grow at different antibiotics
concentration

Strain Cycloserin  Tetracyclin  Erythromycin ~ Ampicillin Maeittillin
number Antibiotics concentration pg/mL
0 2 4 2 4 2 4 2 4 051 2 4 8 16 32
84 2 55 ng ng ng ng 55 5 5 7 9 10ng
91 2 55 ng ng ng ng 5 ng 5 5 7 9 10 ng
16 2 55 5 ng ng ng 55 5 ng
19 2 55 5 ng 5 ng 55 ng
35 2 55 ng ng ng ng 5 ng ng
10 2 55 ng ng ng ng 5 ng ng
58 5 55 5 ng 5 ng 55 ng
60 5 55 ng ng ng ng 55 ng
27 2 55 ng ng 5 ng 5 ng 5 5 7 9 9 15ng
83 2 55 ng ng ng ng 55 ng
43 2 55 5 ng ng ng 55 5 ng
11 5 55 5 ng ng ng 55 5 5 7 9 10 ng
50 5 55 ng ng ng ng 5 ng ng
79 2 55 ng ng ng ng 5 5 ng
52 2 55 ng ng ng ng 55 5 5 7 9 ng

Values are expressed in day.
ng, no growth

* Antibiotic resistance

Antibiotics resistance was studied with the ainfind a specific medium for isolation of
Moorella spp. Screening of 15 isolates ™. thermoacetica/thermoautotrophicavas
performed to determine their ability to grow in gheesence of five antibiotics in DTB over
two weeks Table 4). Growth of most isolates displayed a delay inirttggowth when
antibiotics were added to the medium. Cycloserigaserally added in Clostridia medium
(TSC: 400ung/ml) because clostridial species areraby resistant. All isolates were resistant
to cycloserin at the two concentrations testedow humber of isolates grew at the lowest
concentration (2ug/ml) of tetracycline and erythyaim. Growth was noticed for seven out of
15 isolates in DTB containing 2pg/ml of methicillifhese three antibiotics, tetracycline,
erythromycin  and methicillin, could not be used toisolate M.
thermoacetica/thermoautotrophicapecies because the majority of isolates testerk we
sensitive. Interestingly, the lowest ampicillin centration did not inhibit the growth of any
isolate. Thus, ampicillin could be used to selétt thermoacetica/thermoautotrophica

species.
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» Spore heat resistance

Heat resistance was evaluated at 130°C for spooehiped at 55°C under anaerobiosis
on Meat Liver medium supplemented with yeast exteacneutral pH Table 5). A Dizoc
value, corresponding to the time necessary to eeduwe logarithmic unit of the spore
population at 130°C, was determined for each isol@he D values were between 1.4 min
and 6.6 min for the 19 isolates dfoorella thermoacetica/thermoautotrophicdhe two
references strains used in this study displayey wdéfferent Disooc values: 2.4 min for
DSM51 strain and 6.6 minutes for ATCC strain. Thissates have DRo-c values under the

detection threshold and three have values lower 2hainutes.

Table 5: Heat resistance of spores produced in optial conditions (55°C, pH 7) on VFSR
medium

Strain number D 130°C

DSM521 2.4
91 <7°
16 3.8
19 <71
35 3.0
10 2.5
58 1.7
30 2.5
60 2.2
32 1.4
27 2.0
83 1.9
43 <1
11 2.3
50 2.1
79 4.9
38 2.8
52 57

ATCC39073 6.6

at least 4 logs of destruction in 1 minute
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2.5Discussion

The goal of this study was to evaluate the gerditiersity among a large panel bf.
thermoacetica/thermoautotrophicand subsequently some physiological charactesistic
order to have a better knowledge about the maiciepeesponsible for canned food spoilage
at high temperature.

Two typing methods, M13-PCR and MLVA, were both lgggh on a subset of 7R1.
thermoacetica/thermoautotrophicesolates from spoiled canned foods. The two method
target different regions in the genome. The M13-R@dhod targets the sequence of the M13
coliphage randomly inserted throughout the genomergas MLVA uses specific primers in
the flanking regions of tandem repeats mainly ledah non-coding regions. Although the
functions of these interspersed repetitive DNA apBta remain unknown, their presence is
useful for DNA fingerprinting of bacteria becausey are known to be an important source
of genetic polymorphism (Fourniet al, 2004). Both M13-PCR and MLVA typing methods
showed an important diversity among strains stud®dcommon feature between both
methods was the detection of many independentlge#yfpes and groups with few isolates.
However, most of genetic groups formed with the m&thods did not overlap. This indicates
that the genetic features targeted by each metihedat necessarily linked through the
evolution of the observed diversity (Dhaletlal, 2013).

Most of the strains gathered in a same group wieatdwe method used did not share a
common origin. However, the two methods can be @b for their ability to link isolates
with the same origin. M13-PCR resulted in the samudile-type for nine couples of strains,
including one couple not tested by MLVA. MLVA reged in the same profile-type for seven
couples of strains. Among them, four couples weuk ip the same group whatever the
method. For this aspect, the two methods weredfug/alents.

The relationship between genetic group and origiisaates is not the rule. Indeed, if a
good correlation between groups and their origirs whown forB. cereusisolates from
dehydrated ingredients, it was related to a selegressure (Guinebretiere and Nguyen-The,
2003).

On the opposite, MLVA genotyping of 4&eobacillls spp. strains showed that
genotypes were ubiquitous across processing plaots several countries (Seakd al,
2012). Similarly, the clustering of MLVA genotypé dairy Bacillus licheniformisisolates
indicated no specific grouping from specific praieg plants or retailed milk samples
(Dhakalet al, 2013).

——
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The number of VNTR loci that were discriminatory rfo M.
thermoacetica/thermoautotrophigenotyping was only two in our study. Some authusesd
either a single locus (Naz al, 2010) or up to 25 loci (Listat al, 2006) while others had
mainly used between 5 and 15 loci (Kedtnal, 2000; Le Flechet al, 2001; Le Flechet al,
2006; van den Bergt al, 2007; Dhakakt al, 2013). This method has been frequently used
for monomorphic organisms such Bacillus anthracisand Escherichia coliO157 (Listaet
al., 2006; Williamset al, 2013b) or for detecting epidemiological cluststsch as in
Clostridium difficileandSalmonellaspp. (Lindstedt, 2005). MLVA was generally applied
genomes showing similarities above 98% (Grissal, 2008). This method has been never
tested orMoorella spp. neither on other thermophilic anaerobic dpom@ng bacteria. This
method presents several advantages such as ajgplicat a mixture of strains as it triggers
species specific DNA regions. Ad. thermoacetica/thermoautotrophicadifficult to isolate,
the possibility to apply a genotyping method with@any isolation step present many
advantages to understand contamination paths wibith processing plants.

A study performed on siMoorella spp. strains isolated from spoiled cans using 16S
rRNA sequence analysis, 16S5-23S rRNA intergenicespagion sequences and DNA-DNA
hybridization did not succeed to discrimin&de thermoaceticdrom M. thermoautotrophica
(Carlieret al, 2006). In contrast to these methods, both M13-RGRMLVA would provide
a high discriminative power. To assess that pdggibour study should be complete with
additional references strains includiiy thermoautotrophicaand otherMoorella species
type strains.

To determine if the observed genetic diversityekated to a diversity of physiological
properties of isolates, 19 isolates were charamdrior their growth temperatures and pH,
spore heat resistance and antibiotic sensitivifgtir@al temperatures (55°C-65°C) and pH
(5.5-7) determined in our study fdvl. thermoacetica/thermoautotrophicgolates from
spoiled canned foods were consistent with alredibeved values for strains isolated from
autoclaved media, spoiled canned fish soups ankedomeats (Fontainet al, 1942; Byrer
et al, 2000; Carlieret al, 2006). Extreme temperatures (45°C-68°C) and nahph (below
4.5) for growth ofM. thermoacetica/thermoautotrophisgere established in our study. The
minimal pH for growth of the type strain (DSM521htained with glucose as main carbon
source was 5.5 + 0.1 as previously described (@0t al, 1994). Maximal growth
temperature at 68°C for this strain is slightlylegthan previously published value. Authors
noticed a difference in maximal temperature forwjlo between the two specieh.
thermoaceticagrew at 65°C but not at 70°C unlike M thermoautotrophicdDSM 19174)

——
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(Fontaineet al, 1942; Wiegekt al, 1981, Byreret al, 2000; Carlieret al, 2006). Moreover,
growth at pH below 5.0 was never observed Kbr thermoaceticabut rather forM.
thermoautotrophicaisolates (Wiegekt al, 1981; Collinset al, 1994; Balket al, 2003).
However, these two parameters, temperatures anaveiéd, not enough to attribute an isolate
to one unique species. As suggested by Wiegeld®Vet al, 1981; Wiegekt al, 1991), the
two species do not exhibit the same tolerance ltura chloride. This could be tested for the
strains used in our study.

Antibiotics resistance could be used to developediom selective for enrichment and/or
isolation of M. thermoacetica/thermoautotrophic&rom our results, knowledge about
ampicillin resistance of other thermophilic specwesich contaminate the same ecological
niches together witt. thermoacetica/thermoautotrophicgpecies such &eobacillusspp.
and Thermoanaerobacteriurspp. is necessary. Further work is running inlaboratory to
that aim.

Data collected in this study would help to contrtfle contamination byM.
thermoacetica/thermoautotrophian food processing lines. Growth temperature rarcgs
be encountered in vegetable canneries, mainly bfeaching step and before brining. The
temperature and pH range for spore formation issdme than for bacterial growth (Baetl
al., 2012). Sporulation is a major problem in foodusuly especially for these species which
have an extremely high heat resistancezdl@from 1.4 to 6.6 min) regarding possible food
thermal treatments that preserve sensorial prasemi food. InBacilli and Clostridia,
sporulation temperature has a significant effectheat resistance (Garcia-Alvaraeo al,
1992; Planchoret al, 2010). Indeed, spores formed at low temperattedess heat resistant
than spores formed at high temperature. Sporulatiather conditions is in progress in our
lab and mainly for the lowest and the highest tarmpee. In our study, D values obtained for
spores ofM. thermoacetica/thermoautotrophidaolates from spoiled canned foods were
close to previously published values. For thermloptendospore forming bacteria, the z
value, corresponding to temperature differenceh@mnge the D value by a tenfold factor, is
close to 8°C (mean z value foMborella strains) (Andréet al, 2013). Taking account this z
value, our Rsp-cvalues would be between 14 min and 66 minutes 2tQ.2In the literature,
spores ofM. thermoaceticaformed in optimal conditions (60°C, pH 6) displdy®;21-c
values between 38 and 44 min with chemoorganattedghical growth (with glucose) and
between 83 and 111 min with chemoorganolithoaupbiical growth (with sodium carbonate)
(Byrer et al, 2000). They are among the most heat resistdiobih industry compare to other

thermophilic species. Another specieBhermoanaerobacterium thermosaccharolyticum
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encountered in spoiled canned foods with thermoacetica/thermoautotrophicanhave
comparable heat resistance valuegy{@ of 72.5 min). Sporulation conditions (temperature,
pH, medium, and atmosphere) used in our study wempletely different of those used by
Byrer (2000) and could explain spore heat resigtatitference. The increase of sterilization
values to destroy spores that display heat resistarfi several minutes at 130°C is not
possible. Another way to limit spoilage risk isitgpair spore germination and further growth
of vegetative cells. A pH decrease of food is ahwétoften used, the best example being
acidic canned food to preve@tostridium botulinunpathogen risk (Pecét al, 2011). In our
study, 14 out of 18/. thermoacetica/thermoautotrophiésolates can grow at pH 4.5. Our
data require to be completed with assays to deteritiie lowest pH allowing growth o4.
thermoaceticaBut the food pH decrease is not promising to ené¥he spoilage risk related
to M. thermoacetica/thermoautotrophica

The limitation of canned food spoilage risk \porella spp. cannot be achieved by pH
decrease of the product and/or increase of heatment. Consequently, actions must be
carried out before heat treatment either usingisjgdes such as Peracetic acid (PAA) or by
triggering spore germination. Currently, the natiloragency for food safety gives
authorization to wash spinaches with PAA in orderréduce microbial charge (Avis de
'ANSES, Saisine n°2012-SA-0107), thus vegetablmstaminated byloorella spores could
be treated with PAA. Moreover, efficiency of PAA shalready been confirmed dv.
thermoacetica/thermoautotrophicgpores (André S. 2012). Germination ability degeond
activation step which was determined between Dtmbhutes at 100°C fdvl. thermoacetica
species. This step can take place in food proagdsia during bleaching but residence time
is not controlled in food industry. In some caskst step of germination can occur in
anaerobic condition such as in juice before heatttnent. As others bacteridJ.
thermoaceticagenome contains toxins encoding genes (Kegg Bntath could be or not
expressed during growth. Because these speciesamagdobic conditions for their growth,

waiting time before heat treatment will never b#isent to allow their development.
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Chapitre 5

1. Les voies de contamination des bactéries formant gespores sur une

ligne de production de légumes dans une conservefr@ancaise

1.1 Objectifs et méthodologie

L’altération des conserves peu acides est prineipaht due a la survie des spores
bactériennes aux traitements thermiques, suividede développement dans l'aliment. La
résistance des spores aux opérations unitairesqappt pendant les différentes étapes du
procédé de fabrication entraine leur survie justpres le produit fini. Les tests de stabilité ont
montré que les bactéries thermophiles étaientifecipale cause d’altération des conserves.
Leurs spores résistent a des températures sumiaut00°C pendant plus de 10 minutes.
Les spores hautement thermorésistantes sont defcoenme capables de résister a des
températures de 106°C et plus. Les sources dernoration sont multiples et les sols sont
des réservoirs de spores bien connus (Carlin, 2@ktes leur entrée dans l'usine, les spores
peuvent persister sur les lignes de productiora@on des températures élevées nécessaire a
la transformation des produits, lesquelles peuétrs favorables a la multiplication et a la
sporulation bactérienne. Ainsi, une meilleure cassance des voies de contaminations sur
les lignes de production y compris des zones fdlera la multiplication et a la sporulation
bactérienne était nécessaire. L'objectif de cettale était de déterminer les niveaux de
contamination en spores de bactéries anaérobigadphiles, thermorésistantes et hautement
thermorésistantes, a différentes étapes d’une tigneansformation de petits pois carotte. Les
trois especes thermophileS. stearothermophilus, Thermoanaerobacterigpp. et M.
thermoacetica/thermoautotrophicant été recherchées dans tous les échantillons.

1.2 Principaux résultats

Au cours de deux campagnes successives de pradutdiconserves de petit pois, 341
échantillons ont été prélevés sur une unique ligaetransformation en Bretagne, entre
l'arrivée des matiéres premieres et la boite justeant traitement thermique. Le
dénombrement des spores de bactéries thermophilés @étection spécifique des trois
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especes de thermophiles les plus fréquentes orgppléqués. La méthode de typage M13-
PCR a été appliquée sur 112 isolat€zdestearothermophilusolées de ces échantillons. Un
total de 23 profil-types a été obtenu contenant geaupes et 14 profil-types indépendant.

Les résultats ont permis de confirmer que la comatnon majoritaire provient des
légumes issus du champ et que la préparation dgsnks contribue significativement a
diminuer le nombre de spores. Leurs concentratiangient de 1ba 10 UFC/g entre les
légumes a la réception de I'usine et ceux justesapétape de blanchiment. Deux zones sur la
ligne de transformation sont apparues comme cegidle blancheur permet de diminuer le
niveau de spores mais favorise la contaminatioms@eodes isolats et une persistance des
especes formant des spores hautement thermoréssstares débris hors du flux de
transformation conduisent a des augmentations pelhes du nombre de spores dans les
produits en fin de transformation. L’ensemble désultats permet de proposer des actions
visant & mieux maitriser le risque de non-stabil#éé conserves telles que la décontamination
en continu de l'eau de blancheur pendant la praolyctla surveillance des zones
d’accumulation de débris sur les tapis de covoyagés maintien d’une température élevée
tout le long du procédé pour éviter le développédneera sporulation des bactéries formant

des spores.
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2. Article 3: Contamination pathways of spore-forming bacteria in a

vegetable cannery

Loic DURAND, Stella PLANCHON, Marie-Hélene GUINEBRERE, Stéphane ANDRE,
Frédéric CARLIN, Fabienne REMIZE

Article & soumettre dans la revue scientifiqueimaé¢ional Journal of Food Microbiology

2.1 Abstract

Spoilage cases of low-acid canned food during mgead storage at high temperatures
are caused by resistance to heat treatmetitesmophilic bacteria spores. A processing line
of a French company manufacturing canned mixedngpsas and carrots was surveyed
during two consecutive years. A total of 341 sampiecluding raw vegetables, green peas
and carrots at different steps of processing, ¢éogdsrine and process environment samples
were collected. Thermophilic anaerobic spores amghly+heat-resistant thermophilic
anaerobic spores were counted and the prevalentieeaihree most heat-resistant species
involved in spoilage was determined. Anaerobic spmunts significantly decreased during
vegetables preparation by washing, pea blanchingpeeling of carrots but remained on
average constant thereafter in the process. Octsingh levels of spores in out-of-flow
samples and surfaces, combined with growth andutg@mn suitable conditions and with
long residence time, could explain the large vemmabf spore levels in the product just before
preservation heat treatment. Vegetable processsigjted in the same time in an increase of
prevalence of highly heat resistant species, pigbdbe to cross-contamination of peas
during blanching step. In additio. stearothermophilugenotypic profiling by M13-PCR
was applied on 112 isolates. It showed a seledfayenotypic groups by the process as the
most frequent groups differed between blanchingp stamples, out-of-flow transferred
samples and in-flow canned vegetables. All togetinvese data clarify contamination paths by

thermophilic spore forming bacteria in a vegetatalenery.

Keywords: canned food, heat-resistance, spore, thermophil&eobacillus

stearothermophilygVoorella thermoacetica
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2.2 Introduction

Sealed and sterilized canned vegetables are midogjically stable for years at ambient
temperature, because of heat inactivation of maBophicroorganisms. Spoilage in low-acid
canned vegetables (pH greater than 4.5) occurslynainhigh incubation temperature (>
40°C) and is caused by the survival of thermophdpore-forming bacteria and further
multiplication. These bacteria are not known to gahogenic to humans, but they are
considered as an industrial risk, which needs tccdmrolled by canning industries. For
instance the stability test after incubation at°65for 7 days (French standard NF V08-408
(AFNOR, 1997b)) of canned foods is used as a hygienlicator and as a norm for
exportation to hot-climate regions as European leggun requires that food is safe and
wholesome for trading. The percentage of non-stgbdf canned vegetables has been
estimated at approx. 1.5 % in a survey done in direzanning industries (Rigaux et al.,
2013). Geobacillus stearothermophilusMoorella thermoacetica/thermoautotrophicand
Thermoanaerobacteriurspp. are regularly identified as the most commarseaf low-acid
spoilage of canned foods, including canned vegesalbépresenting up to 75% of the species
responsible for non-stability at 55°C (Ashton andrigard, 1992; Dotzauest al, 2002;
Carlier and Bedora-Faure, 2006; Carletr al, 2006). These bacteria share a high heat
resistance, with D-values (decimal reduction timas)121°C greater than 1 min f@&.
stearothermophilugh most instances and up to 111 minNarthermoaceticdMatsudaet al,
1982; Byreret al, 2000; Andréet al, 2013) Other moderately thermophilic bacteria, such as
Bacillus coagulans Bacillus licheniformis, Anoxybacillusspp., Paenibacillus spp.,
Thermoanaerobacterspp. and Clostridium thermobutyricum/thermopalmariunable to
survive heat-treatment at temperatures greater I08AC for 10 min, are also identified as
canned food spoilage microorganisms (Feig and IStef981; Rascet al, 1995; Andréet
al., 2013).

Sources of contamination of food processing faegdlitare diverse (Carlin, 2011). Soil and
natural environments are reservoirs of spore-fogrbacteria (Guinebretiere and Nguyen-
The, 2003; Groenewal@t al, 2009; Logan and De Vos, 2009; Zeigler, 2014). r8po

contamination into food processing facilities cometh soil dust in open areas, adhesion to
unprocessed food material or carriage by emplof@esenewald et al., 2009; Sevenier et al.,
2012). The canning process of vegetables combinegeral operations allowing

contamination with micro-organisms. Freshly hargdstegetables are washed, trimmed and
cut, then blanched by steaming or dipping intovmater for a few min at temperatures close

to 100°C, before can filling with addition of a hodvering brine and further sterilization.
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Between blanching and sterilization, vegetablesvamtained at relatively high temperatures
that may allow thermophilic bacteria growth and reéuelly sporulation. Moreover, spore
adhesion to industrial materials and spore resistdo cleaning and disinfection favor their
persistence along the chain. Spore release mayffeeed in time and cross-contamination
may emerge long after initial contamination (Tawveet al, 2006; Sealeet al, 2008;
Sanchezt al, 2009; Andréet al, 2012). A better understanding of contaminatiothways
and possibilities of spore formation was therefoeeessary for control of contamination in
the processing chain.

Classical and molecular methods to detect and #&mtify spore-forming bacteria from
processing lines have been proposed (Presoat, 2010; Postolleet al, 2012). Typing of
B. cereusstrains isolated at different steps in a procegshkime of zucchini purée was realized
by M13 sequence-based PCR (M13-P&@Ramplification method deriving from RAPD, for
Random Amplified Polymorphic DNA), (Guinebretieet al, 2003; Guinebretiere and
Nguyen-The, 2003). Strains were clustered accordmgtheir genetic fingerprint and
contamination pathways were successfully identifisdil was a major initial source of
contamination of zucchinis but ingredients suclna@k proteins and starch did not contribute
to the contamination of the product when propettyesd at cold temperatures. AppliedBo
licheniformis thermophilic isolates from milk powder processiige samples and
commercial retail samples, the three genotypinghoust RAPD,rpoB sequencing and
MLVA established that this bacterium derives froactbry external sources and is not
subjected to significant clonal selection withilogessing plants (Dhakal et al., 2013).

The aim of this work was to determine changes ipufation levels of thermophilic
spore-forming bacteria at different steps of thecpssing chain of a canned green peas and
carrot process. Thermophilic species the most &etiy involved in spoilage were
specifically looked for. Then we focused Gn stearothermophilusolates and applied M13-
PCR typing, previously described for genetic grdifferentiation in this species (Durand et
al., 2014) to clarify contamination pathways.

2.3 Material and methods

2.3.1Sampling
A total of 341 samples (263 in 2011 and 78 in 2(di&)ed to microbiological analyses

were collected near or in a Western France praeggdant during June and July 2011 and
2012. Nine soil samples (SL) were collected dutimg production period from the crops of
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green peas aimed at processing. The 332 othersookeeted at a French cannery producing

canned green peas and canned green peas andatrdhese samples include vegetables at

different steps of processingigure 1), process liquids and surface samples from prougss

equipment.

Processing step

Vegetable harvest

\

Transportation from
crop to cannery

}

Reception

{

Storage
\
Vegetable

washing, stone removal, size sorting

l

Transfer by conveyor

l

Blanching (peas) /
Peeling (carrots)

Transfer by conveyor

Jar filling

Brine pouring

Jar closure

|

Heat treatment

Sampling

Crop soil (SL)

Raw green peas / carrots
(R-P/R-C)

Prepared green peas (P-P)

Blanching water (W)
Blanched green pea in-flow /
out-flow (W-P / W-POF)
Blancher surface (W-S)

Green pea debris (T-POF)
Conveyor surface (T-S)

Pealed carrots (P-C)
Green peas alone or mixed
with carrots in jar (T-P/C)

Brine (B)
Brine tank surface (B-S)

Green peas, alone or mixed
with carrots and brine in jar (B-
P/C)

Figure 1: Flow diagram describing the processing sps for green peas and carrots in the

surveyed vegetable cannery
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Raw unprocessed green peas were washed by suecessiversion in water, then
blanched in hot water (95°C) and conveyed fornfgliinto cans. Carrots are washed with
water, peeled, and then added to cans previousiialbafilled with green peas. At this stage,
covering brine (ca. 2% salt and 2% sugar in wategoured into the filled cans. Cans are
sealed and then sterilized by heat with en equidieating time at 121°CyFof >20 min
before further storage at ambient temperature dSoid liquid samples were collected with
sterile instruments and directly poured into steplastic vials. Surface of approximately 100
cn’ were wiped with sterile dry sponges moistened withmL of thinner pharmacopoeia
sodium thiosulfate (VWR BDH Prolabo, Fontenay-sboss, France). The number of
samples and corresponding sampling stages arenpedsa Table 1L Raw green peas (R-P)
and raw carrots (R-C) were sampled at the recemtemk. Prepared green peas (P-P) were
collected immediately before blanching. Blancheekegrpeas were sampled immediately after
blanching together with blanching water (W), in fhrecessing flow (W-P) and out of flow
as lateral debris (W-P-OF), and further during $fanon the conveyor as lateral debris (T-P-
OF). Peeled carrots (P-C) were separately samphedediately before filling. Both green
peas and carrots were collected at the filling nmeeiT-P/C), and again after addition of the
covering brine (B) immediately before sterilizatigB-P/C). The covering brine (B) was
separately sampled; from the excess brine which aglected back to the brine tank. The
temperature of each sample was recorded in 2014 avitligital thermometer (EcoScan
Tempb, Fisher, lllkirch, France) immediately afsampling. Mean temperatures are listed in
Table 1. Samples were collected three times a day, i.#eabeginning of the processing day
(approx. 9-10 am), in the middle (between 2 pm &ngm) and one hour before the
processing stops (approx. 9 pm). Surface samples eatlected on the wall of the blancher
(W-S), on the conveyor belts used for transfer {Tasd on the wall of the tank of covering
brine (B-S). This surface sample collection tookcel after the production of the day and
immediately before processing line cleaning. Durthg 1-month production period, nine
samples of soil (SL) were collected from cultivat@dps of green peas. All samples were
stored at 4°C immediately after collection and e refrigerated at the laboratory within

two days. They were then frozen and stored at -20fiC final analysis.
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Table 1: List and number of samples subjected to mrobiological analyses and
temperature measurements, collected in 2011 and ZDhlong the processing chain of
canned vegetables, and temperatures recorded in 2D1

Sample 2011 number of 2012 number 2011

Sample code collected samples of collected temperature
samples  (mean + SD)
Soil of the green peas crop SL 8 25425
Raw carrots (reception desk) R-C 16 226 +0.4
Peeled carrots P-C 12 nd
Raw green peas (reception desk) R-P 22 25.2+1.7
Prepared green peas P-P 22 13 179+1.1
Blanching water W 23 13 85.7+1.1
Blanched green peas in-flow W-P 22 13 83.9+47
Blanched green peas out-of-flowW-POF 22 46.6 +5.3
Blancher surface W-S 8 nd
Green peas debris on conveyor  T-POF 23 13 41.2+9
Conveyor belt surface T-S 8 nd
Green peas, alone or mixed witiT-P/C 23 43.1+6.6
carrots, transferred to can filling
machine
Brine B 23 13 69.3+7.3
Brine tank surface B-S 8 nd
Green peas, alone or mixed witlB-P/C 23 13 50.2+4.3
carrots, in cans with covering
brine

% Mean * standard deviation. The temperature was unedsin the center of the sample immediately after
collection. nd: not determined

2.3.2Sample preparation for microbiological analysis

Samples were thawed at 4°C one day before assgyahtity of 10 g of solid samples
were mixed to 90 ml of Rosenow broth (modified lypglementation with 1 g/L starch, 3
g/90mL marble and 3 g/90mL brain extract) (mRB)ofBad, Marnes-la-Coquette, France) in
a sterile BagFilter™ (Interscience, Saint Nom, Egn Diluted samples were homogenized
for 30 seconds using a BagMixer™ (Interscience)e BagFilter™ filtrate was used for
further enumeration and detection of target miagaarsms. Liquid samples were used
directly. Sponges used for surface sampling weaeeul in sterile bags and covered with 90
mL mRB, then homogenized for 30 s. Filtrate wasoveced after wringing manually the

sponge.

——

]
128 J




Chapitre 5 Etude de la contamination des bigastéormant des spores dans une conserverie

2.3.3Anaerobic spore counts

An aliquot fraction of sample filtrate was placeda sealed glass 2.2 mL ampoule and
heat-treated for 10 min at 106°C in a temperatagedated oil bath for the selection of
Highly Heat-Resistant (HHR) thermophilic spores.offrer fraction was poured into an 1.7
mL Eppendorf tube and heat-treated for 10 min &°@0in a Stuaft SBH130DC Digital
Block Heater (Bibby Scientific, Staffordshire, Uett Kingdom) for the selection of spores of
thermophilic bacteria .

Serial dilutions of heat-treated samples in tryptsalt broth were plated (1 mL) on meat
liver glucose agar modified by supplementation vétg/L yeast extract (Biokar Diagnostic,
Beauvais, France) (mMMLGA). Plates were incubate®58C during 5 days in anaerobic jars
using Genbox anaer generators (Biomerieux, Crapormmance). Spore counts were
calculated with a detection threshold of 10 TAST@$ for thermophilic anaerobic spores)
and 10 HHR TAS/qg for solid samples, 1 TAS/mL andHR TAS/mL for liquid samples and
1 TAS/cm? and 1 HHR TAS/cm? for surface samples.

2.3.4Prevalence of Geobacillus stearothermophilus, Mbardermoacetica /

thermoautotrophica and Thermoanaerobacterium spp

Samples diluted in mRB were further incubated dudrdays at 55°C for enrichment. A
volume of 1 mL of the sample was then used to ektiatal DNA with the InstaGen&"
(Bio-Rad, Marnes la Coquette, France) matrix follmyymanufacturer’s instructions. Specific
detection of G. stearothermophilys M. thermoacetica / thermoautotrophiceaor
Thermoanaerobacteriuspp was performed with the specific PCR techniqper&TraQ’, as
previously developed (Sevenier et al., 2012). Bri¢his method amplifies a DNA region
corresponding to rRNA internal transcribed sequeb@8-23S. The sizes of amplification
product were 302 pb, 467 pb and 487 pb correspgndm G. stearothermophilys
M. thermoacetica / thermoautotrophi@nd Thermoanaerobacteriurapp. respectively. All
amplification steps were performed in a total votuwf 25 pL with a GeneAnipPCR
System 9700 (Applied Biosystems, USA). PCR produsisre directly analyzed by
electrophoresis in TAE (Tris-Acetate-EDTA bufferpolagarose gel. This method of
extraction/amplification allows a detection threlshof 10 spores per ml of enrichment broth
(Prevost et al., 2010). The threshold of detectias estimated at one spore per g of sample

subjected to enrichment (Sevenier et al., 2012).
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2.3.5G. stearothermophilus M13-PCR typing

Isolation of G. stearothermophilustrains was performed from samples tested positive
with SporeTrad. A droplet (10pL) of the positive sample was déeason the surface of
bromocresol purple (BCP) and incubated 24 h at 55%veral colonies were isolated on BCP
and incubated for 24 h at 55°C. One loopful of baat isolate was used to extract total DNA
with the InstaGene™ (Bio-Rad) matrix following manufacturer's instrims. Specific
detection ofG. stearothermophilusias performed by SporeTra@PCR as described above.
Then, DNA of bacterial strains confirmed & stearothermophilusvas extracted with
chloroform/phenol as described previously with tbidbowing modifications (Guinebretiere
and Nguyen-The, 2003). Two loops of cells were sndpd in 550 puL extraction buffer
(1.7% sodium dodecyl sulfate, 200 mM Tris-HCI (p} 830 mM EDTA, 200 mM NacCl) and
the suspension was incubated at 55°C for 30 mieaaisof 55°C for 60 min. Two successive
phenol extraction steps were performed insteadhefstep. Finally, DNA was dissolved in 50
puL sterile Milli-Q water, and stored at —20°C. DN#as quantified byAso (NanoQuant
Plate ™Infinite® M200, Tecan Austria). From extracted DNA, M13-PGRitg was adapted
from the protocol described by Guinebretiere andiyég-The (2003) foBacillus cereus
The specific primer sequence was PM13: 5-GAGGGT@EECTCT-3'. PCR mixture (25
pL) contained 25 ng of DNA template, 4.8 mM prinfEurogentec S.A., Seraing, Belgium),
1.25 mM dNTPs mix (Eurogentec), 6 mM MgGBigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier,
France), 10% (vol/vol) dimethyl sulfoxide, 1.5 U @fiamond Tad® DNA polymerase
(Eurogentec) and 1X of buffer. PCR amplificationsrevdone in a GeneAfilPCR System
9700 (Applied Biosystems, USA). PCR cycling pararetincluded a denaturation step at
94°C for 3 min followed by 35 cycles each consptad 94°C for 1 min, 40°C for 1 min and
68°C for 8 min; and a final extension step at 683C16 min. A negative control containing
Milli-Q water instead of DNA and a positive contraghe DNA of B. cereusstrain ATCC
14579 producing a known banding pattern were ireduth each PCR experiment. @.
stearothermophilussolate recovered from a spoiled green pea car0i® 2vas included in
the panel and labelled #124.

PCR products from M13-PCR were separated by elglotn@sis on 1.5% agarose-gels in
0.5X TBE buffer (20 mM Tris, 10 mM acetic acid, @M EDTA, pH 8). The molecular
mass DNA marker Smart Ladder (Eurogentec) was uSets were stained with ethidium
bromide and digitized on a UV gel imager (Molecuimagef’ Gel Doc” XR System 170-
8170, BioRad, France). A dendrogram was construtteah the similarity of M13-PCR
banding pattern (Dice’s coefficient) and using tdeweighted Pair Group Method with

——

]
130 J




Chapitre 5 Etude de la contamination des bigastéormant des spores dans une conserverie

Arithmetic mean (UPGMA). Band detection, similaritpefficient and dendrogram were
obtained with the BioGene 99.04 software (Vilbewutmat, Marne la Vallée, France). The
confidence interval on band size was adjusted ttaiob100% similarity between

experimental replicates of control strains. Theilginty threshold was adjusted so as to

obtain the maximum of robustness for genetic gfoamation.

2.3.6Statistical analyses

All statistical analyses were carried out with tudtware XLSTAT (Addinsoft™, Paris,
France). Numeration data below detection threshake set to threshold divided by square
root of two (Hornung and Reed, 1990). P-value veas0.05.

Variation among replicates was expressed with stahdeviation. A Bonferroni test was
applied to detect significant differences betweesans. For proportions, the confidence
interval was determined as the value correspontting96 standard deviations. Proportion

comparisons were performed according to Fleiss4R00
2.4 Results

2.4.1 Enumeration of thermophilic anaerobic spores (TA%) highly-heat-resistant
(HHR) TAS

Thermophilic anaerobic spores (TAS) and highly-heatstant (HHR) TAS were
enumerated in all samples collected in 2011 an@ Z0able 2andFigure. 2).

The 2011 highest TAS count means were in soil @1d raw carrots (R-C), with 3.2 +
0.5 log cfu/g and 3.1 + 1.0 log cfu/g respectivéiobally HHR TAS counts were lower than
TAS, but the highest HHR TAS were also in SL an@ Ramples, at 2.7 + 0.2 log cfu/g and
2.3 £ 0.8 log cful/g respectively. These populatievels significantly differed from other
counts. Raw pea (R-P) TAS and HHR TAS populati@®8 £ 0.4 log cfu/g and 1.2 £ 0.5 log

cfu/g, respectively) significantly differed (P <08) from soil samples and raw carrots.
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Table 2: Thermophilic anaerobic spore (TAS) and higly-heat-resistant (HHR) TAS
counts from vegetable samples collected in 2011 a2812 from the processing chain of
canned vegetables

TAS (log cfu/g or ml or cm?) HHR TAS (log cfu/g or ml or cm?)

Samplé 2011 mean 2012 mean 2011/2Q12 2011 2012 2011/2Q12
comparisoh mean mean comparisoh

SL 3.2 (A) nt 27(A)  nt

R-C 3.1(A) nt 2.3 (AB) nt

P-C 0.4 (E) nt 05(EF)  nt

R-P 2.0 (BC) nt 1.2 (D) nt

P-P 13(CD)  058(A) S 0.6(EF) 06(A) NS

W 0.5 (E) 0.7 (A) NS 04(F) 08(A) S

W-P 05 (E) 0.5 (A) NS 06(EF) 08(A) S

W-POF 2.4 (AB)  nt 20(BC) nt

W-S  09(DE)  nt 0.1 (F) nt

T-POF 1.2 (D) 0.5 (A) s 09(DE) 07(A) S

TS 0.1 (F) nt 01(G) nt

T-P/IC 0.5 (E) nt 0.6 (EF) nt

B 0.3 (E) 0.2 (A) NS 03(F) 08(A) NS

B-S 1.1 (DE) nt 1.4(CD) nt

B-P/IC 1.0 (DE) 1.8 (B) NS 06(EF) 11(A) S

4The different samples were SL, Soil; R-C, Raw daifPeC, Pealed carrot; R-P, Raw green peas; Paépared
green peas; W, Blanching water; W-P, Blanched gpsas in-flow; W-POF, Blanched green peas out-ifl
W-S, Blancher surface; T-POF, Green peas debriooweyor; T-S, Conveyor belt surface; T-P/C, Greeas,
alone or mixed with carrots, transferred to cdimfil machine; B, Brine; B-S, Brine tank surfacePBz, Green
peas, alone or mixed with carrots, in cans withecmg brine

® Averages are expressed as,jagu/g for solid sample, lagcfu/mL for liquid sample and lagcfu/cm? for
surface sample. Different letters between samgléseosame year correspond to significant diffeesnc
(P<0.05)

°NS (S) non significant (significant) differencetveen 2011 and 2012 samples at P < 0.05.
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Figure 2: Distribution of thermophilic anaerobic spore levels according to process
sampling

Distribution is represented by Box-and-Whisker gl@dr thermophilic anaerobic spore counts (A) aighlly
heat resistant thermophilic anaerobic spore co{BjtsThe samples were SL, Soil of the green peas R-C,
Raw carrot; P-C, Peeled carrot; R-P, Raw green;f@d% Prepared green peas; W, Blanching water;, W-P
Blanched green peas in-flow; T-P/C, Green peasieatws mixed with carrots, transferred to can fglimachine;
B, Brine; B-P/C, Green peas, alone or mixed wittrata, in cans with covering brine; W-POF, Blanclyeden
peas out-of-flow; T-POF, Green peas debris on cgmyeN-S, Blancher surface; T-S, Conveyor belt scef
and B-S, Brine tank surface (See Table 1). Enuncgrég expressed as lggefu/g, /ml or /cm2. In the “Box-and-
Whisker” representation, the central “box” covdre tmiddle 50% of the data values between the |@andrthe
upper quartiles. The central line in the “box” slsothe median. Whiskers extend 1.5 times the bogtlhen
(interquartile range). External values are plott&dhin diamonds &) correspond to 2011 sample, empty
diamonds §) to 2012 samples.
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Spore counts levels of in-flow vegetables decreadedng the process until pea
blanching (W-P samples) and carrot peeling (P-Cpdash and did not significantly changed
afterwards until final product (T-P/C and BC). TASd HHR TAS counts from washed and
peeled carrots (P-C) were 0.4 + 0.0 log cfu/g arsd#00.0 log cfu/g, respectively. TAS and
HHR TAS counts from prepared peas (P-P) were 1036i#og cfu/g and 0.6 £ 0.1 log cfu/g
respectively, and the latter significantly differ@@ < 0.05) from raw pea counts. From pea
blanching step (W-P) to vegetables in cans coverngd brine (B-P/C), mean populations
remained relatively constant. Furthermore, TAS tonrblanched in-flow peas (W-P), peas,
alone or mixed with carrots, just filled in can PTE), blanching water (W) and brine (B)
were the lowest average values and ranged betw8en@7 log cfu/g to 0.6 + 0.4 log cfu/g.
Similar results were observed for HHR TAS as spount levels were comprised in the same
range for these B-P/C, W-P, T-P/C, W and B sampleterestingly, extremes values
increased considerably between blancher and brifiegf step Figure 2). Variation
coefficients on spore counts in blanching waterecmg brine and canned product before
thermal treatment (B-P/C) varied between 20 and210

The population of TAS and HHR TAS determined in ofithe flow lateral debris (W-
POF and T-POF) ranged from 1.2 = 0.4 log cfu/g.1b220.9 log cfu/g for TAS and from 0.9
+ 0.2 log cfu/g to 2.0 £ 0.9 log cfu/g for HHR TAShe number of TAS collected on
equipment surfaces (W-S, T-S and B-S) at the entleoproduction day ranged from <1 log
cfu/cm? to 1.1 £ 1.2 log cfu/cm?. It varied from 4dg cfu/cm? to 1.4 £ 0.9 log cfu/cm? for
HHR TAS. Surface spore counts presented high vaniadlepending on the sample and

variation coefficients were above 60%.

2.4.2Temperature measurement along the processing chain

Temperatures measured in 2011 along the proceskag [Table 1) ranged between,
17.9-25.4°C (ambient temperature) and 85.7 + 1(bl@nching water). After blanching, in-
flow pea temperature was still high at 83.9 + 4.7f€mperatures of samples T-P/C, B-P/C
and brine (B) were comprised between 43.1 + 6.66h8 + 7.3°C. Temperatures of lateral
debris W-POF and T-POF were at 46.6 + 5.3°C an@® 419.2°C respectively. Standard

deviation of all sample temperatures notably ineeeaafter the blanching step.
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2.4.3Prevalence of M. thermoacetica/thermoautotrophidagrmoanaerobacterium
spp. and G. stearothermophilus

A total of 333 2011 and 2012 samples were examatfieat anaerobic enrichment for the
presence of the thermophilic speciesM. thermoacetica/thermoautotrophica
Thermoanaerobacteriuspp. ands. stearothermophilu@-igure 3). Depending on the nature
of the samples(. stearothermophilugprevalence ranged between 0% and 100%, Mnd
thermoacetica/thermoautotrophicaprevalence between 0% and 91%. Conversely,
Thermoanaerobacteriuspp was never detected in samples except in 1#8tan€hing water
2011 samples and was therefore considered as a mmicoobiological contaminant in the
processing plant at time of survey. With a 0.95ficemce interval,G. stearothermophilus
prevalence in raw vegetables was 5% [1;22] for peas 13% [3;36] in carrots.
M. thermoacetica/thermoautotrophigaevalence was 9% [3;28] and 0% [0;1] respectively
raw peas and raw carrots. The prevalence of thesdacteria increased progressively in the
flow during processG. stearothermophilusvas detected in 18% [7;39], 59% [39;77] and
65% [45-81] of prepared peas (P-P), blanched w fbeas (W-P) and peas, alone or mixed
with carrots, just filled in can (T-P/C) respective For the same samples,
M. thermoacetica/thermoautotrophieeas detected respectively in 23% [10;43], 82% [8]L;9
and 61% [41;78] of them. A maximal. thermoacetica/thermoautotrophiqgaevalence of
91% [73;98] was observed in peas, alone or mixetl warrots, plus brine in can (B-P/C).
Covering brine (B) samples exhibitedav prevalence for both bacteria. Interestinglye th
highest prevalence at 100 % [86;100] was obseroe®f stearothermophilugh blanching
water (W). Significant differences (no overlap iB % confidence intervals) were observed
for G. stearothermophilusbetween raw and blanched peas, and between pdepeas and
blancher water (SuppTable SI. For M. thermoacetica/thermoautotrophicajgnificant
differences were noticed between raw peas and d@hpeas, between prepared peas and
blanched peas, and between raw peas and raw cang{seas, alone or mixed with carrots in
can with brine.

Surfaces from blancher (W-S) and transfer convgye®) but also samples from out
flow peas (W-POF and T-POF) exhibited high prevedemalues foiG. stearothermophilus
spores, up to 100%M. thermoacetica/thermoautotrophigaevalence did not significantly
differed between surface, debris and in-flow sasplkhe brine tank surface (B-S) was the
least contaminated with 25% [7;59] or 13% [2;4 ®v@alence for each bacterium, respectively
G. stearothermophiluandM. thermoacetica/thermoautotrophica.
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Figure 3: Prevalence ofG. stearothermophilusand M. thermoaceticaon the process line

A: Geobacillus stearothermophilygevalence in samples (% positives) collecteddw A1) or out flow and
from surfaces (A2); BMoorella thermoaceticancidence in samples (% positives) collected awf(B1) or out
flow and from surfaces (B2). The samples were Slil; 8-C, Raw carrot; P-C, Peeled carrot; R-P, Raeen
peas; P-P, Prepared green peas; W, Blanching watd?; Blanched green peas in-flow; T-P/C, Greenspea
alone or mixed with carrots, transferred to caimfil machine; B, Brine; B-P/C, Green peas, alonmixed with
carrots, in cans with covering brine; W-POF, Blattigreen peas out-of-flow; T-POF, Green peas deliris
conveyor; W-S, Blancher surface; T-S, Conveyor balface and B-S, Brine tank surface. Gray (white)s

correspond to 2011 (2012) samples. Error bars dbee®5% confidence interval of calculated proporti
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In 2012, forG. stearothermophilushe prevalence observed did not significantly déte
from 2011 values. The same observation was madkl fthermoaceticaexcept that B-P/C

prevalence was significantly lower in 2012.

2.4.4Analysis of the diversity among G. stearothermashi$olates with M13-PCR

A total 112 (87 in 2011 and 25 in 201@) stearothermophilusolates were recovered.
All those isolates were genotyped by M13-PCR methBkéctrophoresis patterns were
obtained for all isolates. Detected DNA bands hfrem 10 to 17 with sizes of 200 to 4000
bp. A similarity threshold at 97% resulted in 23®fge-types Figure 4 and Suppl Fig 1).
Visual observation of M13-PCR patterns indicatedt tthese profile-types were overall
reliable. From these 23 profile types, nine coroesied to groups of isolates with identical
profiles and 14 corresponded each to a singletes¢lable 3). Group 6 was the largest group
and gathered 43% of all isolates. Three groups,112nd 10, gathered eight to 16 isolates
each. The other groups, numbered 22, 14, 5, 7 andepresented only two to five isolates
each. All isolates that belong to groups 6, 1, 8 @nwere recovered from 2011 samples.
Groups 11, 14 and 22 were formed by isolates obdaionly in 2012 but group 12 was
composed of 50% isolates recovered in 2011 and BO20D12. Isolates that belonged to
group 6 originated from all different samples exdepm T-P/C, B-S and B-P/C. This group
represented up to 85% of isolates from blanchedquteof flow (W-POF), pea debris on
conveyor (T-POF), conveyor surface (T-S) and b(B)e Group 12 isolates were essentially
isolated from blanching water and blanched peasyewue also isolated from transfer debris
(T-POF), brine, and peas, alone or mixed with dayrim can, with or without brine (T-P/C
and B-P/C). Group 1 and to a lesser extent groups@tes were equally isolated from
processed peas in cans, either with brine or nd&/(0 and B-P/C) and from blanching water
and blanched peas (W and W-P). It is noteworthy niexker-bands were specific of a given
group. These marker-bands were characterized Ighahintensity in the fingerprint and/or a
specific size. Electrophoretic profiles from tydeso 4, that share 92% similarity, had three
common marker-bands at approximately 510, 470 @0dphk. Strains from groups 10, 12, 14
or 22 had marker-bands approximately at 3000 bpQBPO, 730bp or 470bp respectively.
Moreover, a marker-band at 730 bp, characteridtigroup 12, was detected by M13-PCR
fingerprint on severalG. stearothermophilusstrains involved in spoilage of canned
vegetables, and one of those strains, #124 (Duearad., 2014), was isolated from spoiled
canned green peas from the same French canfigiy¢ 4).
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Figure 4: Dendrogram of G. stearothermophilussolate profile-types obtained with the M13-PCR minod

The percentage similarity represented by the hotéscale was calculated using Dice’s coefficemdl clustering was performed by UPGMA. Profile-typdtained at 97%
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Table 3: Distribution of G. stearothermophilussolates according to sampling origin and
genetic M13-PCR profile-types

Number of isolates by profile-type

Sal_mple N}meer of Ungrouped
origin isolates g 12 1 10° 22 14 5 7 11 profile-
types
Total 2011 87 48 8 10 7 3 2 9
Total 2012 25 8 1 5 4 2 5
Total 112 48 16 10 8 5 4 3 2 2 14
R-P 1 1
W 27 8 4(1) 3 21 1 3 1 5
W-P 23 7 74 2 11 2 1 2 1
W-POF 7 6 1
W-S 6 6
P-C 2 2
T-POF 17 11 1(1) 2 (2) 2 1
T-S 5 3 2 (2)
T-PIC 10 22 3 1(1) 1 3
B 5 4 1(0)
B-S 1 1
B-P/C 8 10 2 2 1 2

& The samples were collected at different stageth@fprocessing line : R-P, Raw green peas; W, Biaac
water; W-P, Blanched green peas in-flow; W-POF nBhed green peas out-of-flow; W-S, Blancher surf&ee
C, Peeled carrot; T-POF Green peas debris on convéyS, Conveyor belt surface; T-P/C, Green peise
or mixed with carrots, transferred to can fillingaohine; B, Brine; B-S, Brine tank surface and B;R&teen
peas, alone or mixed with carrots, in cans withecimg brine.

®in parentheses, number of isolates collected i1 20
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2.5Discussion

Microbiological non-stability of canned food due tiermophilic bacteria represents
significant economic costs for industrial cannifdne survival of thermophilic spores to
thermal treatment is the main cause of canned $podage. A better knowledge of levels of
spore contamination and prevalence of the mainesfmyming species that cause spoilage on
the processing line is necessary to rationalize tireatment and hygiene procedures. In this
study, we examined several zones on the produdithenfrom the raw vegetables to the
canned product before heat treatment. The prevalehthe three thermophilic bacteria the
most frequently implied in canned food spoilage dAnet al., 2013) was determined after
sample enrichment using a sensitive previously ldgeel method (Prevost et al.,, 2010).
Thermoanaerobacteriurspp. was rarely detected in the present work, whartfirms a low
prevalence reported in a range of spoiled canngdtables (André et al., 2013). The average
spore population in soil was at®6fu/g. The highest spore population was foundaw r
carrots and the average population in those sanmas<close to those reported by Sevenier et
al. (2012) in the same product (mean = SD, 2.6 ®10g cfu/g, but with a much higher
dispersion of values in the present work). Soil dsn therefore considered as a highly
probable major source of spore contamination insthidied industrial plant. A direct contact
with soil could explain higher spore populationaarrots than on peas growing in aerial part
of plants. G. stearothermophilusand M. thermoacetic/thermoautotrophicaere similarly
present at low prevalence levels in raw vegetaldegpreviously observed (Sevenier et al.,
2012). Raw materials were thus the main way for HipjRre entrance in the processing line.
Similar interpretations have been done on zuccbamtamination pathways bB.cereus
(Guinebretiere et al., 2003).

Spore counts decrease along processing, espdosiiyeen raw vegetables and prepared
vegetables, evidenced in this work could be expliby multiple washing steps, as
previously described (Sevenier et al.,, 2012). Rasgetables were prepared at room
temperature (8°C to 25°C) which likely impairs tineultiplication and sporulation of
thermophilic bacteria (Scott et al., 2007).

As a consequence of vegetable preparation, spgoalgions at the entrance of the
process zone at elevated temperature were low t®.4.3 log cfu/g). The range of
temperatures supporting growth of thermophilic sgormers, including G.
stearothermophilusand M. thermoacetica(Fontaineet al, 1942; Coorevitset al, 2012),
suggests that multiplication of thermophiles andrgwually spore formation may occur only in

a few niches along the processing line. These riere out-of-flow peas (B-POF and T-
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POF), brine and peas in cans, alone or mixed vathots, with or without brine (T-P/C and
B-P/C), and probably surfaces, because of tempesattomprised between 41°C and 69°C.
The residence time of in-flow vegetables seemsetcsitort enough to prevent significant
growth or sporulation, as in-flow vegetables TASd adHR TAS populations remained
unchanged after blanching. On the other hand, hegidence time (i.e. > several hours) of
contaminated food is a common feature on equipreeriaces, in processing liquid samples
and in out-of-flow samples. For instance excessiny brine was recycled all along the
production day and accumulated vegetable debrighenlateral side of the chain were
eliminated only at the end of the production dagmaé of cleaning. Nutrients are available, in
the processed food itself or in recycled brine beeaof the diffusion of food constituents.
Consequently growth and eventually sporulation heawlly occur. Spores accumulated on
surfaces and in vegetable debris may be randor@gged in the course of production leading
to high variations in spore counts in the produefole thermal treatment. This is confirmed
by G. stearothermophilugenotypic analysis showing the presence of isofates groups 10
and 12 at different accumulation locations (T-PDHS, B), then in vegetables in cans (T-P/C
and B-P/C).

Genetic groups 6, 1, 5 and 7 were specifically aetkin 2011, whereas groups 22, 14
and 11 were 2012-specific. Meanwhile, group 12aites were found in both 2011 and 2012
and group 10, essentially detected in 2011 had als® representative among the 2012
isolates. This temporal distribution indicates anvariations in the most frequent strains
from vegetables despite the same location of ceopb the same geographical processing
environment. There did not seem to have a yeardfgpecology on the processing line as
isolates were recovered independently of year fidfarent cannery samples.

A remarkable observation was the large prevalemoease at blanching step. Blanching
temperature is not compatible with spore formati@ither vegetative cells growth. This
process step aims to inactivate enzymes and vegetalls and fixes pea color. Blanching
inactivates many spores enumerated among TAS, bal hess in those counted among HHR
TAS. The heat treatment applied in the blanchintewmay select HHR spore-formers such
as G. stearothermophilusnd M. thermoaceticaThe blancher in the surveyed processing
chain worked with continuous water recycling aneéast production during vegetable
processing. A likely hypothesis to explain the @ilence increase is that HHR spores entered
the blanching machine with prepared peas, werdypateased in water from vegetables and
then cross-contaminated peas that later went thralig blanching tank. Interestingly, all

G. stearothermophilugenetic groups determined in this study includedates that came
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from blanching water. Isolates from blanching watad blanched peas were distributed in
the same genetic groups and with similar propostiohhe isolates found in the canned
product, with or without brine (T-P/C and B-P/Cgldnged to five groups, numbered 12, 1,
10, 22 and 7, plus five ungrouped profile-types.eQof these ungrouped profile-types

clustered with group 1 at the 92% level and exbbithe same marker bands. Four out of
these five groups include also isolates that wetealed at the blancher step, both in water
and blanched peas, and in a lesser part isolaiestfiansfer debris, transfer surface or brine.
This clearly showed that blanching step contribuiedhe dissemination of strains to the

product before heat treatment.

Group 6 isolates were distributed homogeneoustiiernprocessing chain between debris,
surface, brine and blancher water, but were in drigbroportion compared to in-flow
blanched peas. Absence of group 6 isolates in fir@uct supports the assumption that final
product contamination mostly reflects in-flow pemsd carrots contamination, rather than
accumulation and release events. In this studykendvands were specifically detected for
groups 1, 10, 12, 14 and 22. As indicate@.atearothermophilustrain isolated in 2010 in
spoiled canned green peas from the same cannesgnpeel the same marker-band. These
bands are particularly of interest for groups ided in the foods before heat treatment. The
sequence of these bands could be used for spdetiction before heat treatment of isolates

implied in canned food spoilage.

Acknowledgments

This work forms part of author Loic Durand’s Phl2dls. He received a grant from the
Association Nationale de la Recherche et de la ieldgie Paris, France. The research work
was supported by France AgriMer and by the Cori®egional Provence-Alpes-Cote d’Azur
(DIVERSITHER project). This research work is alsaantribution to the activities of the
Unité Mixte Technologique Qualiveg

——

142

St




Chapitre 5 Etukela contamination démactéries f

Suppl. Table S1

Statistical test orc. stearothermophiluprevalence between different samples collected in
2011

Absolute Ciritical

Proportions difference  level Significance
Ip(R-P) - p(P-P)| 0.136 0.415 no
|p(R-P) - p(W-P)| 0.545 0.505 yes
|Ip(R-C) - p(P-C)| 0.708 0.602 yes
|p(P-P) - p(W-P)| 0.409 0.591 no
Ip(P-P) - p(W)| 0.818 0.365 yes
Ip(W-P) - p(W)| 0.409 0.465 no
|p(W-P) - p(W-POF)| 0.318 0.539 no
|p(W-P) - p(T-POF)| 0.366 0.502 no
|p(W-P) - p(T-P/C)| 0.061 0.641 no
|p(W-P) - p(B-P/C)| 0.069 0.655 no
[p(W) - p(W-POF)| 0.091 0.272 no
|p(W-POF) - p(T-POF)| 0.047 0.331 no
|p(W-POF) - p(T-P/C)| 0.257 0.518 no
|p(W-POF) - p(B-P/C)| 0.387 0.536 no
|p(T-POF) - p(T-P/C)| 0.304 0.479 no
|p(T-POF) - p(B-P/C)| 0.435 0.499 no
|p(P-C) - p(T-P/C)| 0.181 0.649 no
|p(P-C) - p(B-P/C)| 0.312 0.664 no
|p(T-P/C) - p(B)| 0.522 0.540 no
|p(T-P/C) - p(B-P/C)| 0.130 0.638 no
|p(B) - p(B-P/C)| 0.391 0.557 no
|p(B-P/C) - p(W.T.B-S)| 0.187 0.619 no

Statistical test orc. stearothermophiluprevalence between different samples collected in
2012

Absolute  Critical

Proportions di Significance
ifference  level

[p(P-P) - p(W-P)| 0.769 0.389 yes
[p(P-P) - p(W)] 1.000 0.000 yes
[p(W-P) - p(W)] 0.231 0.389 no
[p(W-P) - p(B-P/C)| 0.385 0.594 no
|p(B) - p(B-P/C)| 0.308 0.512 no
[p(B-P/C) - p(T-POF )| 0.077 0.619 no

143

——
 —



Chapitre 5

Etubela contamination ddmctéries f

Statistical test orG. stearothermophiluprevalence between samples that differ by year of

collection

Absolute Ciritical

Proportions di Significance
ifference level
[p(2011 P-P) - p(2012 P-P)| 0.182 0.365 no
[p(2011 W-P) - p(2012 W-P)| 0.178 0.696 no
[p(2011 W) - p(2012 W) 0.000 0.000 no
|p(2011 T-POF) - p(2012 T-POF)| 0.649 0.598 yes
[p(2011 B) - p(2012 B)| 0.054 0.452 no
|p(2011 B-P/C) - p(2012 B-P/C)| 0.137 0.756 no

Statistical test oM. thermoacetica/thermoautotrophipaevalence between different samples

collected in 2011

Proportions Absolute  Critical Significance
difference  level
Ip(R-P) - p(P-P)| 0.136 0.481 no
|[p(R-P) - p(W-P)| 0.727 0.455 yes
[p(R-C) - p(P-C)| 0.000 0.000 no
[p(P-P) - p(W-P)| 0.591 0.539 yes
[p(P-P) - p(W)| 0.164 0.601 no
[P(W-P) - p(W)]| 0.427 0.580 no
[p(W-P) - p(W-POF)| 0.318 0.597 no
[p(W-P) - p(T-P/C)| 0.209 0.580 no
[p(W-P) - p(B-P/C)| 0.095 0.448 no
[p(W) - p(W-POF)| 0.109 0.654 no
[p(W-POF) - p(T-POF)| 0.152 0.646 no
[p(W-POF) - p(T-P/C)| 0.109 0.654 no
[p(W-POF) - p(B-P/C)| 0.413 0.540 no
[p(T-POF) - p(T-P/C)| 0.261 0.631 no
|p(T-POF) - p(B-P/C)| 0.565 0.512 yes
[p(P-C) - p(T-P/C)| 0.609 0.451 yes
[p(P-C) - p(B-P/C)| 0.913 0.261 yes
[p(T-P/C) - p(B)| 0.609 0.451 yes
|[p(T-P/C) - p(B-P/C)| 0.304 0.521 no
[p(B) - p(B-P/C)| 0.913 0.261 yes
|p(B-P/C) - p(W.T.B-S)| 0.580 0.500 yes
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Statistical test oM. thermoacetica/thermoautotrophipaevalence between different samples
collected in 2012

Absolute  Critical

Proportions di Significance
ifference  level

[p(P-P) - p(W-P)| 0.308 0.568 no
[p(P-P) - p(W)| 0.077 0.414 no
[P(W-P) - p(W)]| 0.385 0.522 no
[p(W-P) - p(B-P/C)| 0.231 0.602 no
[p(B) - p(B-P/C)| 0.077 0.577 no
|[p(B-P/C) - p(T-POF )| 0.077 0.512 no

Statistical test orM. thermoacetica/thermoautotrophicgprevalence between samples that
differ by year of collection

Absolute Critical

Proportions di Significance
ifference level

[p(2011 P-P) - p(2012 P-P)| 0.073 0.595 no
[p(2011 W-P) - p(2012 W-P)| 0.357 0.714 no
[p(2011 W) - p(2012 W) 0.314 0.558 no
[p(2011 T-POF) - p(2012 T-POF)| 0.194 0.625 no
[p(2011 B) - p(2012 B)| 0.308 0.568 no
[p(2011 B-P/C) - p(2012 B-P/C)| 0.682 0.580 yes
Statistical test on prevalence by sampling stage twdmn

M. thermoacetica/thermoautotrophica (Ma)dG. stearothermophilus (Gbs)

Proportions Absolute Critical Significance
difference level

|[p(Gbs-R-P) - p(Moo-R-P)| 0.045 0.479 no
|[p(Gbs-R-C) - p(Moo-R-C)| 0.125 0.524 no
|p(Gbs-P-P) - p(Moo-P-P)| 0.045 0.769 no
|[p(Gbs-W-P) - p(Moo-W-P)| 0.227 0.844 no
[p(Gbs-W) - p(Moo-W)| 0.609 0.645 no
|p(Gbs-W-POF) - p(Moo-W-POF)| 0.409 0.779 no
|p(Gbs-T-POF) - p(Moo-T-POF)| 0.609 0.684 no
|[p(Gbs-P-C) - p(Moo-P-C)| 0.833 0.681 yes
|[p(Gbs-T-P/C) - p(Moo-T-P/C)| 0.043 0.901 no
|p(Gbs-B) - p(Moo-B)| 0.130 0.445 no
|p(Gbs-B-P/C) - p(Moo-B-P/C)| 0.391 0.757 no
|[p(Gbs-W-S) - p(Moo-W-S)| 0.625 1.220 no
|p(Gbs-T-S) - p(Moo-T-S)| 0.375 1.084 no
|p(Gbs-B-S) - p(Moo-B-S)| 0.125 1.220 no
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Suppl. Figure 1: Example of M13-PCR banding patternof 23 G. stearothermophilus
strains isolated on line product

Lanes 1-6: L114, L138, L174, L236-1, L257, L125nka 8, 7, 9, 12, 13, 10: L113, L105, L116, G19, &2,
Lanes 12, 18, 19, 14, 15, 17, 16: L210, L220, G340, G46, G42, L223. Lanes 20-23: L128, L153, GAF0b.
Lane M: DNA molecular size marker Smart Ladder @fentec). The number of lines corresponds to th8-M1
PCR profile-types.
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Chapitre 6
Discussion générale

Ces travaux de doctorat visaient deux objectifsin®’ part, améliorer les connaissances
sur deux bactéries anaérobies thermophil€s, stearothermophiluset Moorella
thermoacetica/thermoautotrophicaCes deux espéces ont été choisies en raisonude le
fréequence élevée dans les cas d'altération deseo@mss alimentaires a 55°C. D’autre part,
décrire I'écologie d’'une ligne de transformationldgumes en conserve afin de comprendre
les flux de contamination en spores et d’identifesr pratiques conduisant a un manque de

maitrise de la stabilité des conserves.

Les deux espéces bactériennes au cceur de cettepgésentent la particularité de former
des spores hautement thermorésistantes. La prédenas spores avant traitement thermique
a conduit les industriels de la conserve a augmemtgressivement, au cours des cinquante
dernieres années, les baremes de traitement thexmagx dépens des qualités sensorielles
des produits. La position taxonomique de ces espacété établie en 2001 (Nazietal,
2001) pour G. stearothermophiluset en 1994 (Collinset al, 1994) pour M.
thermoacetica/thermoautotrophicaLes descriptions les plus récentes datent de 2012
(Coorevitset al, 2012) et 2011 (Bergey's'% Ed vol 3) et sont basées sur un nombre restreint
de souches. Afin d’aborder la diversité au seincds deux espéces, le choix a été fait
d’utiliser en premier crible une approche baséelautiversité génétique entre les isolats
disponibles en collection. Une méthode communeypdage moléculaire a été sélectionnée
parmi un large choix décrit dans la bibliographie.choix d’'une méthode de typage dépend
des objectifs que I'on se fixe : le pouvoir disanamt, la rapidité d’obtention de I'information
et les ressources financieres et techniques guirsizes a disposition. La M13-PCR est une
technique a faible colt, plus reproductible quBAePD et dont I'intérét a été prouvé pour le
typage deB. cereusDans notre étude, elle a permis de fournir rapelg des résultats avec
un haut pouvoir de discrimination et a été appkgpéur un grand nombre d’isolats, plus de

239 pourG. stearothermophilust 85 pouM. thermoacetica

Les résultats obtenus poGr. stearothermophilusnt montré une faible diversité parmi

les souches isolées de cas de non stabilité demr@ss Ces résultats ont été confirmés par le
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séquencgage du gepanCqui a montré une similarité de séquence entrelesBAches testées
supérieure a 98,5%. La méthode de REP-PCR applisue@4 isolats a aussi confirmé la
faible diversité. Les groupes formés avec cettehoud réunissaient des souches qui
n'avaient pas d’origine géographique commune, rmvgnaient pas de matrice alimentaire
similaire et n’étaient pas isolées de la méme danmeux hypothéses expliquent la faible
diversité génétique observée. La majorité des tsdkstés dans cette étude proviennent de
spores qui ont résisté au traitement d’appertisatia sélection se produisant alors conduirait
a restreindre la diversité. L’autre hypothéseitgrae cette espéce présente une structure tres
monomorphique. Cette hypothése est en accord awebibliographie sur la diversité
génétique dans le genBeobacillus qui montre une forte conservation des génes degeé

et des régions codant 'ARNr 16S. Toutefois, malgréaible diversité observée, des bandes
marqueurs de certains groupes génétiques ontp#éces. Les résultats de typage ont montré
gue des souches isolées du produit avant appanisataient un profil de bandes similaires a
un isolat provenant d’'un cas d’altération de la mémine et également provenant d'usines
différentes. L’analyse plus poussée de ce profié\alé la présence d’'une bande-marqueur
spécifique. L'utilisation de la séquence de cettede pour développer un outil spécifique de
tracage de ces groupes génétiques entre dansépepives appliquées de ces travaux. Cette
méthode de recherche rapide pourrait étre unenatiee plus rapide aux méthodes classiques
qui nécessitent d’attendre le développement de detébe pour pouvoir confirmer un

probleme d’hygiéne sur la ligne de production.

Contrairement aG. stearothermophilusla diversité génétique au sein de l'espéce
M. thermoacetica/thermoautotrophieat bien plus élevée. Cette conclusion a été étabbc
la méthode de M13-PCR, et renforcée par I'applicate la méthode MLVA. Cette derniére
méthode a été spécialement mise au point dangdle ci ces travaux. Nous avons montré
que l'utilisation de deux couples d'amorces amatifi des VNTR indépendants était
suffisante pour obtenir le méme niveau de discratiam que la M13-PCR. La MLVA
présente pour des applications futures un fortrpie En effet, 'un de ses intéréts est de
pouvoir étre appliquée sans nécessité d’isolergésanent les souches. Cette caractéristique,
qui doit toutefois faire I'objet de vérificationsopr sa spécificité, est particulierement
intéressante pour une applicatiotMathermoacetica/thermoautotrophicuvent difficile a
isoler de par son temps de génération €élevé eexdgences de croissance en anaérobiose

stricte.
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Les connaissances sur la diversité génétigue audes deux espéces étudiées ont été
obtenues a l'aide d’'une méthode de typage moléeukti de séquencage de géne pdur
stearothermophilus et de deux méthodes de typage moléculaire poMr
thermoacetica/thermoautotrophicdien que certains auteurs aient montrés des taésul
similaires en utilisant d’autres méthodes, I'éviant des méthodes de typage vers le
séquencage de génomes entiers va permettre d'apmtes informations supplémentaires
plus précises notamment sur le pourcentage d’hagielentre deux souches par exemple.
Pour cela, les méthodes de PCR a haut débit dégees actuellement devraient largement
contribuer a cette évolution. Cependant les méthadeséquencage restent encore couteuses

surtout lorsgu’elles doivent étre utilisées sumombre important d’échantillons.

S’appuyant sur les groupes génétiques et sur ireigaliment, lieu de transformation,
année d’isolement) des isolats, deux sous-growgm@esentant respectivement 15 et 25% de
la collection d'isolats dé&. stearothermophilust de M. thermoacetica/thermoautotrophica
ont fait I'objet d’'une caractérisation phénotypigles conditions optimales et extrémes de
croissance (température, pH, plus NaCl uniquememir (5. stearothermophilys sont
similaire de celles décrites dans la littératuredahs la caractérisation des especes. Les
conditions de sporulation ont fait I'objet d’'uneraetérisation et la thermorésistance des
spores obtenues en condition optimale a été datéemi Si la diversité dans les
caractéristiques de croissance est limitée ensraslgats de chacune des deux especes, la
résistance thermique des spores est le caractepeé&pente le plus de diversité. Un facteur de
6,5 sur la durée nécessaire pour inactiver 5 legsapulation est observé entre les isolats de
G. stearothermophiluf?armi les souches d& stearothermophilutestées, celles formant les
spores les plus résistantes s’averent étre capalde développer aux températures minimale
et maximale testées, ainsi qu'au plus bas pH at@us forte concentration en chlorure de
sodium. Parmi ces souches, la souche type DSM2%eftes spores les plus thermorésistantes
avec undp de 12,4 min a 120°C. PoM. thermoacetica/thermoautotrophick diversité du
tsp @ 130°C atteint un facteur 4,0. Le maximum est28¢é&5 min pour un isolat issu de
conserve non stable de hachis Parmentier. Il éableode souligner que ce type de plat subit
un traitement thermique intense et est composédoderfs de pommes de terre qui subissent
eux-mémes des traitements thermiques lors de labogtion, ces éléments pouvant justifier
de la sélection des spores les plus thermorésestalnh valeur de thermorésistance des spores
deG. stearothermophilusert de référence pour le calcul des barémes identient thermique

a appliquer aux conserves de légumes. Ces donredeaieht étre mise a jour avec les
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informations disponibles dans cette étude qui texfitau plus pres la thermorésistance réelle
des spores présentes sur les lignes de produétisi il serait intéressant de comprendre le

comportement de ces spores dans les usines.

La suite des travaux s’est focalisée sur les flexcantamination des spores de bactéries
anaérobies thermophiles présentes sur une ligneadsformation de petit pois-carotte. Les
résultats montrent une sélection de ces bactétesoars du procédé. La préparation des
légumes a température ambiante permet de dimireuéagbn trés significative la population
en spores apportées par les matiéres premierempk’ée blanchiment conduit a une
sélection des spores les plus thermorésistantemeM# les valeurs de dénombrement des
spores ne sont pas élevées, la prévalence desesspimrmophiles recherchées dans le
blancheur est a son plus haut niveau, jusqu'a l1l@Déthantillons positifs pourG.
stearothermophilusLes résultats de typage sur les isolats de esfiéce montrent que tous
les profils retrouvés le long de la ligne de prdduc ont également été retrouvés dans le
blancheur. Cette zone est incontestablement la gltigue de toute I'usine et conduit a la
contamination croisée de tous les légumes travetaamachine. Les zones d’accumulation
de spores contribuent fortement a la contaminatioproduit fini par le relargage ponctuel de
débris. Les résultats confirment que les sporesadééries thermophiles identifiées dans ces
zones se retrouvent dans le produit fini avantdalsation. Nous avons mis en évidence les
voies de contamination des spores de bactériegameg thermophiles sur une ligne de
production de légume. Cependant, ce n'est pasule flere de bactéries formant des spores
présente dans les usines et responsable d’'altéidgiaonserve. Il est possible de trouver des
thermophiles aérobies et des mésophiles aussi dBevbies qu’anaérobies. Bien que leur
fréequence d’altération soit faible, leur présengelss lignes peut entrainer des phénomeénes
de compétitions en différents lieux du procédé ea tonditions de croissances sont
favorables pour tous. Une étude approfondie de flette totale apporterait des informations
supplémentaires quant aux niches écologiques et iaiexactions possibles entre les
différentes catégories de bactéries. De plus deshes deG. stearothermophilusnt éte
isolées en tout point de la ligne de fabricatiorepénhdant aucune d’entre elle na éte
caractérisée phénotypiquement. L'étude de la viit@alphysiologique au sein de la flore
anaérobie thermophile présente sur les lignes, m@&ime de la flore totale, apporterait des
connaissances générales détaillées sur I'écolaglegyde. Ainsi il serait possible de savoir si
une souche isolée sur la ligne présentant la baradgueur spécifigue a les mémes

caractéristiques physiologiques qu'une souche ésdk produit déja altéré. Si les résultats
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s’averent concordants, il sera possible de mettrpaint une méthode de détection rapide de
G. stearothermophilugotentiellement capable d’altérer une conserveeiiaire.

Cette étude nous a donc apportée des informatioegates sur les zones a risque qu'il
serait conseillé de surveiller pour limiter la pagation des spores. Ces résultats sont
intéressants pour proposer aux industriels des meesdin d’améliorer la maitrise des risques
de non-stabilité¢ des conserves a température élevége maitrise du risque peut étre
envisagée a plusieurs niveaux. Tout d'abord, lgpgmation des légumes pourrait étre
améliorée de maniére a diminuer encore le nombresmges entrantes au niveau du
blancheur. Les travaux menés sur le lavage desnléga I'aide de sporicides comme I'acide
peracétique (APA) sont a ce titre intéressantsnkes, Agence nationale de sécurité sanitaire
de l'alimentation, de I'environnement et du trayailent d’autoriser le lavage des épinards
avec de I'APA afin de diminuer la charge microbier(Avis de 'ANSES, Saisine n°2012-
SA-0107). De plus, lefficacité de I'APA a été conié sur les spores de
M. thermoacetica/thermoautotrophi¢André et al, 2012). D’autre part, la connaissance des
températures de croissance des deux especes, 400CapourG. stearothermophilugt
45°C a 68°C pouM. thermoacetica/thermoautotrophicpeut étre combinée avec le contrble
de la température aux différentes étapes de lasfoanation du produit. Si appliquer de
faibles températures n’est pas envisageable posirraisons de procédé de fabrication,
I'utilisation de températures supérieures au marinaie croissance pourrait étre envisagée. I
faut cependant prendre garde par I'applicationedles mesures de ne pas sélectionner des
spores qui seraient encore plus résistantes. Des/ations au niveau du blancheur, par
exemple pour inactiver les spores dans le mélaagevapeur dans lequel sont immergés les
légumes, pourraient étre proposées a la lumiererémgtats de notre étude. Enfin, les
procédures d’élimination des débris en cours ddymiion pourraient étre modifiées.

Le dernier niveau de contrble pour limiter le risgie non-stabilité est lié aux conditions
dans la conserve. Parmi les criteres étudiés quieladempérature, le pH et la concentration
en NaCl permettant la croissance, un abaissemepitidie I'aliment a des valeurs comprises
entre 4,5 et 5,0, voire 5,5, limiterait considéeabént le risque de développement @e
stearothermophilusen diminuant le nombre de souches capables deésgelopper. En
revanche, cette approche n’est pas envisageableMhotinermoacetica/thermoautotrophica.
La caractérisation phénotypique des bactéries fornad@s spores pourraient prendre en

compte d’autres caracteres physiologiques poumr\amplémenter cette étude, tels que la
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dégradation des sucres, l'utilisation d’acides plaucroissance ou encore la croissance en

présence de chlorure de calcium, utilisé commeutart.
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Dans le cadre du contréle qualité réalisé par les industries, une incubation des produits peu acides pendant 7
jours & 37°C et a 55°C est réalisée afin de détecter des modifications du produit d'origine microbienne. Le
test de stabilité a 55°C permet de mettre en évidence la présence de bactéries thermophiles d'altérations,
non pathogéne pour I'homme, qui auraient résisté sous forme de spores a la stérilisation. Les bactéries
thermophiles sont reconnues comme la cause majeure des non-stabilités des conserves. Le duo constitué de
I'anaérobie Moorella thermoacetica/thermoautotrophica et |'aérobie Geobacillus stearothermophilus
représente plus de 75% des cas de non-stabilité a 55°C. Afin d'estimer la variabilité génétique des
populations isolées de conserverie, la méthode de typage M13-PCR a été développée sur les isolats de
M. thermoacetica/thermoautotrophica et &.stearothermophilus issus des non-stabilité a 55°C.
L'objectif de cette étude était de typer les 250 isolats de la souchothéque du CTCPA par la méthode
M13-PCR afin de déterminer des groupes génétiques pour les études physiologiques subséquentes.
| Y - o Wi 4 B ™. b T o HENEL EmE . L =BEw
f Matériels et Méthodes
Les isolats de Geobacillus et Moorella sont cultivés dans leur milieu de culture respectif puis étalés sur boites
gélosés afin d'obtenir des cultures jeunes. L'ADN est ensuite extrait a partir d'un protocole d'extraction au
phénol/chloroforme. 25 ng d'ADN est utilisé pour chaque réaction PCR utilisant I'amorce M13. Les produits
d'amplification sont déposés sur un gel d'agarose a 1.5% et sont analysés a l'aide du logiciel BioGene 99.04.

Geobacillus Typage moléculaire avec la méthode M13-PCR Moorella
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87 B ™ 135 et 97 souches de Geobacillus et
Moorella respectivement ont été
typées a l'aide de cette méthode dans
le but de définir des groupes
génétiques. Cela nous permettra de
mettre en évidence lexistence de bl ey
liens intra-espéces afin d'établir des LSS -
relations entres les différentes
souches contaminantes telles que la
nature du produit, I'entreprise ou la
localisation géographique.
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19 groupes ont été
obtenus pour
chacune des espéces
étudiées. Un
représentant de
chaque groupe sera
choisi afin de
déterminer les
caracteéres
phénotypiques (pH,
T°..) propres a
chaque communauté.
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Geobacillus stearothermophiluas revealed by M13-PCR typing

Loic DURAND, Stella PLANCHOR Marie-Héléne GUINEBRETIERE
Stéphane ANDREFrédéric CARLIN, Fabienne REMIZE

'CTCPA - INRA, CTCPA - Site Agroparc - ZA de I'AéropBP 21203 - 84911 AVIGNON
cedex 9, France

UMTQualiveg, CTCPA, Avignon, France

3UMR408, Sécurité et Qualité des Produits d’Origifémétale, INRA, France

“LCSNSA, Université de La Réunion, Sainte Clotidance

Two thermophilic bacteria, the anaerobdoorella thermoacetica / thermoautotrophicand the aerobe
Geobacillus stearothermophiluare responsible for 75% of canned food spoilaggtability test controls. Both
species form Highly Heat Resistant Spores (HHRSEhvban withstand the sterilization process. THheszteria
are largely present in the environment and congsglyjueontaminate vegetable processing lines.

Very few studies investigated the variability of yglological properties within the two speciés.
stearothermophilusand M. thermoacetica / thermoautotrophicand none the genomic variability. This
information is necessary better understand theoggadf these species and define strategy for cbimreanned
foods We aimed to evaluate intra-species divelsityyping isolates of these two thermophilic specie

A M13-PCR based method was chosen and appliegpamg the two species. A total of 140 and 94 isdatf
G. stearothermophiluand M. thermoacetica / thermoautotrophiceespectively, collected from canned foods
non microbiologically stable at 55°C over a peradden years and 5 references strains, were sudatibttyping
analysis. Isolates were classified in differentugr® according to their electrophoretic profilesaiied after
amplification of the M13 bacteriophage sequenceanradysis with the Biogene software (Bio Profil,V89).

Our results showed an important intraspecies diyargth this method. 19 groups were obtaineddach of the
speciesG. stearothermophiluandM. thermoacetica / thermoautrophictn the selected condition®. with a
confidence interval of 4% and a similarity value7ad®o, 87% ofG. stearothermophilusolates and 78% d¥l.
thermoacetica / thermoautrophidaolates belonged respectively to 10 and 6 maups. In each group and
between groups, no correlation can be done betwi&aims and the nature of food product or the carfaed
manufacture or the year of isolation. The phenaygpfisolates that belong to different genetic geowill be
further characterized in order to estimate thealality range of several key properties (growth pemature and

pH, sporulation and germination abilities and speastance).
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Moorella thermoacetica/thermoautotrophicet Geobacillus stearothermophilusont deux
bactéries thermophiles formant des spores. Ces egpices sont responsables de 75% des
altérations de conserves aprés incubation prolorigésb°C (NF V08-401). Les spores
hautement thermorésistantes qu’elles forment pduwetamment résister au processus
d’appertisation. Elles sont trés largement retresvéans I'environnement et par conséquent
contaminent les lignes de transformation de légumes

Compte tenu de leur caractéere non pathogene, gdudd’s ont été menées sur la variabilité
génétique et phénotypique au sein de chaque espesanformations sont nécessaires pour
mieux comprendre leur écologie et ainsi définir atratégie adéquate pour assurer la stabilité
des conserves.

Ce travail avait pour objectif de déterminer laedgité intra-especes par typage moléculaire.
La méthode de M13-PCR a été choisie et appliquée lpdypage des deux espéces. Un total
de 130 et 88 isolats d&. stearothermophiluet M. thermoacetica/thermoautotrophica
respectivement a été utilisé. Ces isolats provienmke conserves non stables a 55°C
analysées sur une période de 10 ans. Cing soueheslldction (DSMZ) ont été rajoutées a
I'étude. L’ensemble des isolats a été classé entiton du profil électrophorétique, obtenu
aprés amplification de la séquence du coliphage kEtl8nalyse du profil avec le logiciel
BioGene (Bio Profil, V99.04).

Nos résultats ont montré une importante diversitéaiespece avec cette méthode. Pour
chacune des deux espéces, 19 groupes ont ét@islatiemrenant un seuil de similarité a 77%
et un intervalle de confiance a 4%. Dans ces camdif 87% des isolats d6&.
stearothermophilugt 84% des isolats dd. thermoacetica/thermoautrophicppartenaient
respectivement a 10 et 7 groupes majoritaires.ehu ge chaque groupe et entre les groupes,
aucune corrélation n'a pu étre établie entre leglses et la nature du produit alimentaire, le
lieu de fabrication de la conserve ou encore I'endiésolement. Le phénotypage d’un isolat
de chaque groupe génétique est en cours dans ld'datimer la variabilité de propriétés
physiologiques comme la température et le pH dssaace, la sporulation et les propriétés
des spores (thermorésistance et germination).

Mots clés :G. stearothermophilus, M. thermoacetica/thermoaoftiica conserves, M13
PCR, diversité
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Les bactéries thermophiles sont reconnues comme la cause majeure des non-stabilités des conserves. Le duo constitué du
germe anaérobie strict Moorella thermoacetica/thermoautotrophica et du germe aéro-anaérobie facultatif
Geobacillus stearothermophilus représente plus de 67% des cas de non-stabilité a 55°C. Afin d'estimer la variabilité
génétique des populations isolées de conserverie, la méthode de typage M13-PCR a été adaptée avec les isolats de
M. thermoacetica/thermoautotrophica et G.stearothermophilus issus des non-stabilité a 55°C.

Le typage des 250 isolats de la collection du CTCPA et la détermination des groupes génétiques avaient pour objectif de
choisir des souches en vue de la caractérisation de la diversité physiologique au sein des deux espéces.
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Cette étude s'est focalisée sur la caractérisation phénotypique de souches de &.stearothermophilus
et M. thermoacetica/thermoautotrophica choisies par analyse de la diversité génétique des isolats de
la collection du CTCPA a l'aide de la méthode de typage moléculaire M13-PCR. Les résultats
montrent une homogénéité des conditions de croissance des souches excepté a pH 5 pour
G.stearothermophilus et a 50°C pour M. thermoacetica/thermoautotrophica. D'autres caractéres
phénotypiques sont étudiés (T°C, pH, croissance en présence de NaCl, sporulation et résistance
thermique des spores) afin de confirmer la faible diversité phénotypique parmi les souches ayant
résistées aux baremes d'appertisation.

TNIVERSITE

i
R:cherche
UNIVERSITE MONTPELLIER 2 ‘

S |_NSollective

I N?A Avec le soutien financier de  FranceAgriMer

ETABUISSEMENT NATIONAL

SCIENCE & IMPACT DES PRODUITS DE LAGRICULTURE T DE LA MER

DAVIGNON

185

——
| —



Durand L. (2013) <aractérisation de la diversité génétique d&oorella et Geobacillus
par M13-PCR » (Communication orale). Journées de I'école dat#oSP-SA, Montpellier
Il.
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Moorella thermoacetica/thermoautotrophiest Geobacillus stearothermophilusont deux bactéries
thermophiles formant des spores. Ces deux espeérgsresponsables de 75% des altérations de
conserves apres incubation prolongée a 55°C (NFAQQY. Les spores hautement thermorésistantes
gu’elles forment peuvent notamment résister auqe®es d’appertisation. Elles sont trés largement
retrouvées dans l'environnement et par conséquentaminent les lignes de transformation de
légumes.

Compte tenu de leur caractére non pathogéne, gtudd's ont été menées sur la variabilité génétique
et phénotypique au sein de chaque espéce. Cematfons sont nécessaires pour mieux comprendre
leur écologie et ainsi définir une stratégie adégpaur assurer la stabilité des conserves.

Ce travail avait pour objectif de déterminer laelsité intra-espéces par typage moléculaire. La
méthode de M13-PCR a été choisie et appliquée lpaypage des deux espéces. Un total de 131 et
88 isolats deG. stearothermophilugt M. thermoacetica/thermoautotrophigaspectivement a été
utilisé. Ces isolats proviennent de conserves tanes a 55°C analysées sur une période de 10 ans.
Cing souches de collection (DSMZ) ont été rajoutééstude. L'ensemble des isolats a été classé en
fonction du profil électrophorétique, obtenu apa@gplification de la séquence du coliphage M13 et
analyse du profil avec le logiciel BioGene (Bio flr4/99.04).

Nos résultats ont montré une importante diversiteaiespece avec cette méthode. Pour chacune des
deux espéces, 19 groupes ont été obtenus en prenaruil de similarité a 77% et un intervalle de
confiance a 4%. Dans ces conditions, 87% des ssdiB. stearothermophilust 84% des isolats de

M. thermoacetica/thermoautrophicgpartenaient respectivement & 10 et 7 groupearitafies. Au

sein de chaque groupe et entre les groupes, agourgation n'a pu étre établie entre les souches e
la nature du produit alimentaire, le lieu de fabticn de la conserve ou encore I'année d’isolenient.
phénotypage d'un isolat de chaque groupe génétgque. stearothermophilua été réalisé dans le
but d’estimer la variabilité de propriétés physgitpues comme la température et le pH de croissance,

la sporulation et les propriétés des spores (thersigiance et germination).

Mots clés: G. stearothermophilus, M. thermoacetica/thermoaofutica conserves, M13 PCR,

diversité
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Genetic and phenotypic diversity of two highly themoresistant species responsible for
Low Acid Canned Foods spoilage
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REMIZE and Stella PLANCHON
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Introduction: Two thermophilic bacteria, the anaeroborella thermoaceticaand the aerobe
Geobacillus stearothermophiluare responsible for 75% of low acid canned fosplsilage at high
incubation temperatures (55°C) . These bacteria largely present in the environment and
consequently contaminate vegetable and preparets mpezgcessing lines. Both species form Highly
Heat Resistant Spores (HHRS) which can withstaadstérilization process. Few studies concerning
genetic diversity are available on these specieprdved knowledge of these species concerning
genetic and physiologic properties, will lead ustbetter understanding of their ecology and a more
accurate strategy for control them in canned foods.

Material and methods A total of 140G. stearothermophilugnd 94M. thermoaceticaisolates,
collected from spoiled canned foods after inculmatio 55°C, over a period of ten years, were used in
this study. References strains (5 DSMZ and 1 ATG€)e added. A M13-PCR based method was
selected and applied to type isolates for each ispedifferent groups were obtained by
electrophoretic profiles analysis with the Biogesuftware (Bio Profil V99.04). The phenotypes of
selected isolates (one per group) will be furthearacterized for growth and sporulation temperature
and pH, and spore heat resistance.

Results Nineteen groups were obtained feach of the specie&. stearothermophilusind M.
thermoaceticain the selected conditions. 87% Gf stearothermophilugsolates and 78% ofl.
thermoaceticasolates belonged to 10 and 6 main groups, resdgtiin each group and between
groups, no correlation was found between strairts the nature of food product or the canneries
involved or the year of isolation. Physiologicaldies were performed on 20 isolates for each specie
Minimal and maximal growth temperatures were 40A@ @0°C forG. stearothermophiluand 45°C
and 65°C forM. thermoaceticaGrowth at different pH showed an acido-toleramaracter forM.
thermoaceticawith 50% of isolates growing at pH 4.5 while noogth was obtained foG.
stearothermophilusinder pH 5.0. Sporulation efficiency (measuredhigroscopic observation) was
very poor during 3 weeks in extremes conditiongeex for one strain. Sporulation study is still
running forM. thermoaceticaLow differences were obtained in heat resistaicgores produced in
optimal conditions for the 20 isolates®f stearothermophilug.2 min<D 120°C< 2 min).

Significance An important intraspecies diversity was shownlfoth species and further work seems
necessary to establish a correlation between e[aesent in canned foods before heat treatment an
the ones responsible for canned foods spoilagea Badut growth and sporulation will allow us to
give best recommendations concerning critical @yqoints relevant for a vegetable processing line.

Keywords:geneticdiversity, growth, temperature, pH, sporulationaheesistance
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Abstract

Abstract

Canned food spoilage is mainly caused by an inerebkeat-resistant spore population prior to ktation and
an increase of their heat resistance. ThermopbdicteriaMoorella thermoacetica/thermoautotrophicnd
Geobacillus stearothermophilese involved in more than 70% of canned food sp@ilcases at 55°C. Clearly,
spoilage risk control required an increased knogdedf physiological characteristics, variabilityinfra-species
characteristics and conditions for highly-heatstsit spore formation within both species.

The first aim of this PhD work was to evaluate tfemetic and phenotypic diversity of collection &ebk from
canned food spoilage. The M13-PCR typing methodwskoa low genetic diversity amon@eobacillus
stearothermophilugsolates. Data obtained were supported by compitang approaches on a sub-group of
strains bypanC gene sequencing and REP-PCR analysis. The abiligolates to grow at pH comprised
between 5.0 and 6.5, at temperature of 40°C to @f€at NaCl concentrations of 1% to 5%, plus thares
formation conditions were in accordance with presioseported results. These abilities poorly diffieegnong
tested isolates. On the opposite, heat-resistaxttibieed a marked strain-effect: the time requitednactivate
10° spores at 120°C varied between <0.5 min to 121 aeipending on the isolate. Remarkably, strains tha
exhibited the highest heat resistance were alse &blgrow at the lowest temperature and at a NacCl
concentration of 3%. Investigation by multiple camnpnt analysis of a possible relationship betwesmetic
group and isolate origin, as defined from isolatggographic area, date of isolation and food cayegmnd
physiological characteristics was negative. The esapproach was used ftf. thermoacetica/autotrophica
isolates, but MLVA (Multiple Locus VNTR Analysis) ag additionally developed based on genomic sequence
available. Respectively, 21 and 30 profile-typegendefined from M13-PCR and MLVA analyses. MLVA
resulted in genetic groups of homogeny size. AsGostearothermophilyggenetic groups were not related to
strain origin, except for one MLVA group that gathe strains from the same cannery. Growth temperstu
45°C to 68°C, and pH, 4.5 to 7, suggested thaatieslwere closer td. autotrophicathan toM. thermoacetica
The time required for inactivation of 18pores at 130°C varied between 7 min to 15 minmrfost of strains, but
between 19 and 28.5 min for the three most he&taes ones.

In parallel, the ecology of a single processingirchesed for canned green pea and carrot transfarmat
Bretagne was explored in order to determine splosedontamination between raw materials and tramséal
food just before heat-treatment. From two succespioduction campaigns, 341 samples were collezhed
used for thermophilic spore enumeration and sped#itection of the three species the most frequémiblved

in high temperature canned food spoilage. M13-Pgig was applied on 112 isolates from these sasnple
Taken together, the results showed that the mainaotination pathway was related to soil spores,raia
vegetables, and that vegetable preparation, by imgshutting and/or peeling, was efficient to sfgrantly
decrease spore level. Two areas from the processigign were pointed as critical. The blanching st=sulted

in a decrease in spore levels, but resulted inoasecontamination of vegetables passing throughrihehine
and to a selection of highly-heat resistant spof@st-of-flow vegetables that accumulated duringhgfars
resulted in punctual increases of spore populatiahe transformed product before heat-treatmehé Mesults

of this Ph.D work are used to propose practicesdoneries that aim to limit spoilage risk of cashfeod.

Keywords: Ecology, Spores, Thermophilic bacteria, Canned f&@eobacillus, Moorella
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Résumé

Résumé

La non-stabilité des aliments en conserve est dimugmentation de la population de spores avaaitetment
thermique et a l'augmentation de leur thermoréscsa Les bactéries thermophiles que sbfidorella
thermoacetica/thermoautotrophicat Geobacillus stearothermophilusausent plus de 70% des cas de non-
stabilité des conserves a 55°C. La maitrise dwedoutait clairement sur le manque de connaissdecees
bactéries, tant au plan physiologique, que suafabilité des propriétés au sein des espéceseatatalitions de
formation de spores hautement thermorésistantes.

L'objectif de ce travail de thése était d’abordvdifuer la diversité génétique et phénotypique thisoissus de
cas de non-stabilité. La méthode de typage M13-B@#ntré une faible diversité génétique entredekis de

G. stearothermophilusCes données sont renforcées, pour un sous-grdepsouches, par le résultat du
séquencage du géepanCet I'application de la méthode de REP-PCR. La ci#ales isolats a se développer
selon le pH (5,0 & 6,5), la température (40°C &Y @t la concentration en chlorure de sodium (1886, ainsi
que les conditions de formation des spores, soateord avec les descriptions antérieures et diftfgoeu entre
les souches. La résistance thermique des sporesemmar contre un effet souche marqué : la duréegsdire
pour inactiver 1®sporesa 120°C varie entre <0,5 min et 12,1 min. De fagmarquable, les souches dont les
spores sont les plus résistantes ont aussi cellese) développent a la température la plus basse lat
concentration en sel de 3%. Aucune relation eetigroupe génétique et I'origine, géographique, telfe ou
liée aux caractéristiques de l'aliment, ni mémeesig groupe génétique et les caractéristiquesigbgsques,
n'a pu étre établie par analyse des correspondamuésples. La méme approche a été appliquée pour
caractériseM. thermoaceticaDe plus, la MLVA (Multi Locus VNTR Analysis) a étdéveloppée pour cette
espece. Un total de 21 et 30 profil-types ont épectivement obtenus avec la M13-PCR et la MLVW&tec
derniére conduisant a des groupes génétiques Itk phis homogéne. Les groupes génétiques ne st p
corrélés a l'origine des souches, excepté pourraopg obtenu par MLVA dont les isolats provienneetla
méme usine. Les conditions de température (45°8°&)6et de pH (4,5 & 7) permettant la croissanissdat
penser que les souches sont plus proches de ledpeautotrophica que deM. thermoaceticala durée
nécessaire pour inactiver’1§pores & 130°C varie de 7 & 15 min pour la majakits souches, mais entre 19 et
28,5 min pour les trois les plus résistantes.

En paralléle, I'écologie d'une ligne de fabricatid& conserves de légumes a été explorée afin dendaer les
flux de contamination en spores des matiéres premi@isqu’au produit avant traitement thermique.caurs

de deux campagnes successives de production, J#Hntélons ont été prélevés sur une unique ligne de
transformation en Bretagne. Le dénombrement desespie bactéries thermophiles et la détection Epéei
des trois espéces thermophiles les plus fréquamtegté appliquées. La méthode de typage M13-PEE a
appliquée sur 112 isolats @ stearothermophilud_es résultats ont permis de confirmer que la aoimation
majoritaire provient du sol, via les légumes, eé da préparation des légumes contribue signifieatient a
diminuer le nombre de spores. Deux zones sur lelige transformation apparaissent comme cruciakes.
blancheur permet de diminuer le niveau de sporés comduit a la contamination croisée des légumeésune
sélection des spores les plus thermorésistantes.débris hors du flux de transformation conduiserdes
augmentations ponctuelles du nombre de spores ldangroduits en fin de transformation. L’ensembés d

résultats permet de proposer des pratiques poitelite risque de non-stabilité des conserves.

Discipline : Biologie des organismes

Mots clés: Ecologie, Spores, Bactéries thermophiles, Coesealimentairesizeobacillus, Moorella
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