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 Situation du sujet et objectifs du projet

Dans la fili�re poisson, l’�valuation objective de la fra�cheur est aujourd’hui encore difficile � r�aliser. Le besoin 
de m�thodes objectives performantes et rapides est largement exprim� au niveau de la production, de la 
transformation et de la distribution.

Les m�thodes sensorielles d’appr�ciation de la fra�cheur gardent tout leur int�r�t, mais elles sont lourdes et 
co�teuses, notamment en moyens humains. Par ailleurs il y a un besoin justifi� de m�thodes objectives : 
certaines d�terminations chimiques sont tr�s couramment pratiqu�es (dosages d’amines volatiles par exemple), 
mais elles pr�sentent de r�elles insuffisances, quant aux m�thodes microbiologiques classiques, elles sont peu 
performantes pour �valuer l’alt�ration et ne fournissent pas d’informations dans des d�lais compatibles avec les 
exigences de la fili�re.

Une r�action essentielle du processus d’alt�ration du poisson correspond � la r�duction par des bact�ries 
sp�cifiques du trim�thylamine N-oxyde (TMAO) en trim�thylamine gr�ce � une enzyme bact�rienne, la TMAO 
r�ductase. Le g�ne codant pour cette enzyme a �t� isol�. Les �tudes pr�liminaires ont montr� que ce g�ne est 
tr�s conserv� parmi les bact�ries d’alt�ration. L’utilisation de sondes mol�culaires �labor�es � partir de ce g�ne 
permet par la PCR la d�tection des bact�ries d’alt�ration dans la matrice poisson.

 Dans un premier temps la technique PCR a �t� appliqu�e avec succ�s sur des cultures bact�riennes et des 
poissons alt�r�s. Pour finaliser ce test et obtenir des r�ponses � des stades d’alt�ration plus pr�coces, les 
conditions PCR et le protocole d’extraction de l’ADN bact�rien ont �t� optimis�s.

Les r�sultats obtenus en PCR classique se sont r�v�l�s prometteurs, permettant une d�tection dans les 
diff�rentes esp�ces �tudi�es (tacaud, merlan, lieu et carrelet) : les r�sultats positifs de la PCR sont apparus � un 
niveau d’alt�ration correspondant � une flore totale de l’ordre de 100 000 ufc/g. Cette technique, relativement peu 
co�teuse, donne des r�sultats int�ressants, mais n’aboutit pas � une quantification pr�cise du nombre de cibles 
bact�riennes pr�sentes dans l’�chantillon. Pour d�finir ce nombre, il faut passer � la technique de PCR 
quantitative (ou PCR en temps r�el), technique qui pr�sente par ailleurs l’avantage d’�tre tr�s rapide, sans mise 
en œuvre d’une �lectrophor�se sur gel.
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 La suite des travaux a donc consist� � mettre au point les conditions pr�cises d’amplification de la PCR 
quantitative (concentration en MgCl2 et en sondes nucl�iques, temps d’�longation), ces travaux �tant le pr�alable 
� l’application de la PCR en temps r�el sur des poissons d’esp�ces diff�rentes � des niveaux d’alt�ration 
diff�rents.

Les essais effectu�s avec de l’ADN bact�rien extrait du poisson (merlan, carrelet) montrent qu’il y a une 
corr�lation entre le niveau d’amplification (crossing point) et l’�tat de fra�cheur du poisson. Ces r�sultats 
expriment une multiplication bact�rienne au cours de la conservation sous glace : l’augmentation du nombre de 
bact�ries contenant le syst�me TMAO r�ductase est corr�l�e avec la dur�e de conservation du poisson. Une 
droite �talon permet de relier les r�sultats de la PCR quantitative (crossing point) au temps de conservation sous 
glace.

Des approches compl�mentaires par PCR quantitative � partir d’extraits de lieu noir et de lingue bleue viennent 
confirmer les r�sultats obtenus pour le merlan et la plie.

 Conclusion

Les r�sultats d�montrent que la PCR quantitative r�alis�e avec les sondes nucl�iques cibl�es sur le g�ne codant 
pour la TMAO r�ductase bact�rienne peut constituer un outil rapide, pr�cis et sensible pour le suivi de la 
conservation des poissons.

Pour envisager des applications fiables, ces r�sultats doivent encore �tre confirm�s et l’�tude doit �tre �tendue � 
d’autres esp�ces. 


