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Abstract : Isolation and characterization of Carnobacterium from long shelf-life vacuum-packed beef

The lactic acid bacteri€arnobacterium divergenand Carnobacterium maltaromaticurare often associated to meat
and meat products and may be used as a protectittee; improving the microbial stability and thafaty of these
products. In this context, the aim of this studyswa isolate and characterigz@rnobacteriumfrom long shelf-life
vacuum-packed beef. LAB counts after culture at*@&mained below 2.0 log UFC/cm?, even at thearghelf life.

On the other hand, the ecosystem evaluation peedriby metagenomics revealed the predominance of
Carnobacteriumand Lactobacilluson the samples. After spreading of a peptone watspension obtained from the
samples on PCA, pure isolates were collected agmwtifted by API 50 CHL galleries. Seventy-eight ¥dsmlates were

C. maltaromaticum3 % C. divergensand 19 % could not be identified. The next steghig work will consist in
performing a genotypic and functional characteiimabf theseCarnobacteriunisolates.

Introduction

Le conditionnement de la viande sous vide associgeatempérature de conservation proche du poicbdgélation
permet des conservations de trés longue duréeyguptusieurs mois (Jeremiah et Gibson, 2001),weend possible

le commerce de la viande a I'échelle de la plasates recourir a la surgélation. Outre le type delitimnnement et la
température de conservation, la durée de vie diuaede est directement liée a sa qualité microlgiglae initiale
(Nychaset al, 2008) et a I'évolution de I'écosystéme microbéssocié a celle-ci.

Un grand nombre de bactéries lactiques associélasvéande sont connues comme d'importants prodistda
bactériocines (Castellanet al, 2008). Ces bactériocines sont des peptides peddgenne activité bactéricide ou
bactériostatique contre d’autres souches, espécegenres bactériens. De cette maniere, la présad@ceertaines
bactéries lactiques dans la viande fraiche poupeifonger la durée de conservation, et améliogersthbilité
microbienne et la sécurité de ce produit.

Le genreCarnobacteriunfait partie des bactéries lactiques et est comgedgéuit espéces, mais seulement les espéces
Carnobacterium divergenst Carnobacterium maltaromaticusont généralement associées a la viande (Hug8s,;19
Nieminenet al, 2011). Méme si ces deux espéces peuvent élises en tant que flore de protection, la productie
bactériocines n’'est pas un pré-requis a leur ctpdmoprotectrice. (Laurseat al, 2005). Cependant, Leisner et
collaborateurs (1995) ont constaté que le ge&menobacteriumpeut étre lié a des phénoménes d'altération de la
viande.

Dans ce contexte, cette étude a pour objectif idiset de caractériseCarnobacteriuma partir de viandes bovines
fraiches a longue durée de conservation sur ldeguehe étude de I'écosystéme microbien avait éélgblement
réalisée.

Matériel et méthodes

Deux lots composés de trois contre-filets (mudolegissimus dor$i d’origine australienneemballés sous vide,
affichant une durée de vie commerciale (DVC) de jeif@s, ont été fournis par un grossiste localiséRe&gion
wallonne (Belgique). Aprés réception dans le latwire, les échantillons ont été découpés en trancbelles-ci ont été
reconditionnées sous vide, et conservées & jusqu’'aués de la DVC (93 jours) et puis a +4 °C jusqu'a ladie la
DVC. Aux 2/3 et a la fin de DVC, 259 de viande @& homogénéisés dans 225 mL d'eau peptonée,set de
dénombrements des bactéries lactiques aprés incoldat22 °C ont été réalisés par la méthode autséeaaTEMPS.

La diversité bactérienne des échantillons a étduégapar approche métagénomique (extraction de NAtDtal,
amplification du géne codant pour 'ARNr 16S, pyqsencage, analyse des données). La caractéris@sosouches
isolées a été réalisée a l'aide de galeries ARTHD.

Résultats et discussion

Dénombrement des bactéries lactiqued.e nombre des bactéries lactiques des deux lbtsest sous le seuil de
dénombrement, & savoir 2,0 log UFC/cm?, pendarietiaupériode de conservation. La présence de fxetéctiques



en grand nombre étant trés probable dans ce typmdéde (Dainty et Mackey, 1992), 'hypothése qéité émise est la
présence, dans ces échantillons, de bactérieguastiadaptées a des températures plus faibles ellge qui est
appliquée (+22°C) au cours du processus analytiéalsé par le TEMP® Ceci est un exemple de biais qui peut étre
lié a I'approche analytique classique (culture/déhement) et qui peut étre évité par I'approcheagomique
puisque celle-ci ne nécessite pas une phase deepltéalable.

Evaluation de la diversité bactérienneDans le but d’étudier I'écosystéme microbien aigsaox viandes étudiées et
aux conditions de conservation qui leur ont étéligpges, une analyse par approche métagénomiquee cib été
réalisée. En raison du co(t élevé de ce type djaaalin « pool » équimolaire de I'ADN extrait deéchantillons d’'un
méme lot a été réalisé (figure 1).

Figure 1. Abondance relative de génes d'originetér@nne dans deux lots de viandes
bovines conditionnées sous vide déterminée auXZ&8BDVC) et a la fin (DVC) de leur
durée de vie commerciale.

Lotl Lot2
100

80 -
B Carnobacterium
60 | O Enterobacteriaceae
OPseudomonas
B Lactobacillus
40 1 OAutres
20 +
0 - T — T

2/3DVC bvC 2/3DVC DvC

Abondance relative (%)

Il a été observé une faible diversité de la poptabactérienne dans les deux lots étudiés, ol amstate une
prédominance des bactéries lactiques (en particitie genre€arnobacteriumet Lactobacillug pouvant jouer un role
bioprotecteur. Aprés une analyse plus approfondie données, un seul génotype @arnobacteriumet de
Lactobacillus respectivement, a été plus souvent détecté smidades, ce qui pourrait indiquer la présencealflore
protectrice, ajoutée ou non.

Isolement et caractérisation des souches d€arnobacterium. A partir des suspensions-mere des échantillons
homogénéisés dans de I'eau peptonée, des étalesuantglose PCA ont été réalisés. Apres 48 h diatian a
+22 °C, 32 colonies ont été sélectionnées de mamikatoire et deux isolements successifs sur @A ont été
réalisés dans le but d’obtenir des souches puess3R colonies pures obtenues ont été caractéedamde de galeries
API 50 CHL. Vingt-cing isolats (78 %) ont été iddiés comme étant. maltaromaticuml isolat (3 %) a été identifié
comme étan€. divergent 6 isolats (19 %) n'ont pas pu étre identifiés.

Conclusions

Les techniques classiques d’analyse microbiologignae culture et dénombrement) ne permettant pasetére en
évidence les microorganismes qui ne se développastsur le milieu utilisé et a la température eygdo une
évaluation de la diversité bactérienne par appraooh&agénomique a donc été envisagée. Cette apppaecheet de
mettre en évidence une gamme plus large de baxfésentes dans un aliment, ce qui constitue amtage majeur.
Ce travail a permis d'isoler et de caractérisergalerie APl 50 CHLC. divergenset C. maltaromaticumEtant donné
que ces isolats proviennent des viandes a tresudodgrée de conservation, il est fort probablel qidgisse des
souches ayant des propriétés bioprotectrices. héétdtérieure de cette étude consistera en réaliseicaractérisation
génotypique et fonctionnelle des ces isolats.
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