Le Lait (1984), 64, 418-435

Application d'un réactif de transparisation
du lait au dénombrement de bacteéries

par

R. KOUOMEGNE, P. BRACQUART et G. LINDEN

Résumé

Aprés addition du mélange dissolvant n-butylamine, cyclohexanone
et triton X-100Je lait perd sa turbidité naturelle du fait de la disso-
lution compléte de ses constituants colloidaux. Ce traitement permet
de le soumettre directement aux méthodes optiques de détection
de micro-organismes. Les mesures faites au spectrometre d'absorption
moléculaire et au néphélémetre laser nous permettent de tracer
respectivement des courbes de tension et de densité optique en fonc-
tion du poids sec des cellules (mg/ml) et en fonction du nombre de
germes par ml exprimés en unités formant colonies (U.F.C.jml).
Cette méthode de détection est simple ; elle permet d'évaluer rapi-
dement le nombre de germes présents dans le lait ; elle est d'une
bonne répétabilité.

Mots clés: Transparisation - Dissolution - Lait - Dénombrement - Micro-
organismes.

Summary

APPLICATION OF TRANSPARISATION TO ENUMERATE MILK
MICROORGANISMS

Milk is naturutly opaque since it contains fat globules and cal-
cium phosphocaseinates. Thus the number of milk microorganisms
can not be estimated by direct optical methods. In order to make
milk transparent it was treated with a mixture of n-but ylaminef cyclo-
hexanonef triton X-1DDin the ratio 2:1:1 at 37° C and at pH I1.3.

Laboratoire de Biochimie appliquée, Université de Nancy I, B.P. 239 - 54506
Vandceuvre-Lés-Nancy cedex.
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When milk is placed in contact with this dissolving mixture, it
becornes clear as a result of the total dissolution of its colloidal cornpo-
nents. For optical measurement of the voltage at 632,8 nnt we used
a Behring Laser nephelerneter  in which the light source is a Helium-
Neon laser; a type 602 Perkin-Elmer rnolecular  absorption  spectro-
me ter was used to measure optical density at 650 nrn.

As reference methods the standard cell dry weight and micro-
organism Petri dishes count methods were chosen. Voltage values
and optical density values were obtained for every bacterial strain
studied in Tris buffer 0.025 M at pH 7.0. Theses values were obtained
before and after treatment with the dissolving mixture and could
he plotted against colony [orming units (CF.V./ml) and against cell
dry weight (in mg/ml).

This new method is easy, repeatable and allows a rapid estimation
of milk germs.

Key words : Dissolution - Enumeration - Milk - Microorganisms.

INTRODUCTION

Le lait présente une opalescence naturelle due essentiellement aux
phosphocaséinates de calcium et aux globules gras. U ne peut donc
étre soumis directement aux méthodes de mesures optiques ; il
faut lui appliquer un traitement préliminaire.

Certains auteurs (Bosset et Blanc, 1977; Bosset et al.,, 1977 a
et b) ont étudié la dissolution intégrale du lait au moyen de divers
solvants mixtes tels les mélanges: hydroxyde de sodiurri/eau/n-butyl-
amine et hydroxyde de sodium/eau/tétrahydrofurane. En utilisant ces
solvants, ils ont réussi a doser les protéines totales du lait par la
méthode dite du Biuret mais en diluant fortement le lait.

En se basant sur le méme principe, Linden et Paquet (1981) ont
mis au point un réactif dissolvant rapidement les constituants colloi-
daux du lait aprés une faible dilution. En mélange avec ce réactif,
le lait perd sa turbidité et devient parfaitement limpide. Ce réactif
qui est un mélange de n-butylamine, de cyclohexanone et de triton
X-IO0Oen présence de HCI dans les proportions 2/1/1, a permis a
Linden et al. (1982) de simplifier le protocole opératoire d'analyses
d'activités enzymatiques dans le lait.

Suite a ces travaux, nous avons envisagé de coupler cette tech-
nique de dissolution des constituants colloidaux du lait avec la néphé-
Iémétrie laser pour dénombrer les micro-organismes dans le lait.

La modernisation constante des méthodes industrielles en laiterie
pose souvent le probleme du contréle de la qualité microbiologique
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de la matiére premiére et du produit fini. Une méthode significative
d'appréciation de cette qualité est le dénombrement ou I'évaluation
de la flore aérobie ou aéro-anaérobie mésophile du produit. Les tech-
niques usuelles permettant d'évaluer cette flore sont nombreuses
mais mal adaptées aux progrés technologiques de l'industrie laitiere
car elles sont longues et peu sdres. En effet, la longueur du délai
de réponse qui est d'au moins 24 h est un inconvénient majeur qui a
poussé de nombreux auteurs tels Bossuyt (1982) Bouix et coll. (1982),
Sidi et coll. (1981) a se pencher sur d'autres techniques, dites moder-
nes et rapides d'appréciation de la flore du lait telles que la mesure
de l'impédance, le test Limulus ...

L'objectif du présent travail est de dénombrer rapidement les
micro-organismes du lait par une nouvelle méthode: la néphélémétrie
laser, .basée sur la dispersion de la lumiére par des particules en
suspension diluée (Ciret, 1980 ; Guinet et coll.,, 1979).

MATERIEL ET METHODES

Souches bactériennes

Les souches de bactéries utilisées sont essentiellement des sou-
ches pures congelées, conservées a-18° C; ce sont

- Streptococcus  thermophilus CNRZ 302.
- Lactobacillus casei Bd 13.

- Bacillus cereus NaS.

- Escherichia coli (Ga2, Gas, Ga 12).

- Pseudomonas [luorescens Bal.

Afin de ne pas alourdir cet article, nous ne rapporterons, en
détails, "que les résultats obtenus avec les souches de Streptococcus
thermophilus CNRZ 302 et de Escherichia coli Gas.

Culture et récupération des cellules

e Le milieu Tryptose-Protéose-Peptone-Yeast extract (T.P.P.Y.)
liquide et stérile est ensemencé a l'aide d'une suspension de souche
microbienne pure, préalablement décongelée et mise a incuber pen-
dant 14 h & 1Sh entre 30°C et 42°C selon les souches .

e Aprés culture, les cellules sont centrifugées a 600 tours/min
pendant 10 min a 4°C. Le culot est lavé avec 10 ml de tampon Tris
0,02S M a pB 7,0. Aprées une nouvelle centrifugation, le culot est
repris dans 20 ml de ce mélange tampon ce qui constitue la suspension-
meére a partir de laquelle nos essais sont effectués.
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Numeération

Nous avons réalisé une sene de dilutions décimales de 10-! a
10-7 de la suspension-mére dans le liquide de dilution Tryptone-Sel
(T.S.). Nous avons ensuite effectué un étalement avec 0,1 ml de chaque
dilution, a la surface du milieu Tryptose-Protéose-Peptone-Yeast
extract (T.P.P.Y.) solidifié¢, en boite de Pétri préalablement séchée
une nuit & 30°C.

Pour chaque dilution, 2 boites de Pétri sont ensemencées et le
nombre de germes est donné en unités formant colonies (U.F.e.).
Seules les boites contenant 30 a 300 colonies sont comptées.

Mesures

Pour chaque souche de cellules étudiées dans le tampon Tris
0,025M a pH 7,0 avant et aprés addition du réactif de transparisation,
les mesures sont effectuées parallélement au néphélémeétre laser
Behring module 1 a 632,8 nm et au spectrometre d'absorption molé-
culaire Perkin- EImer modéle 602 & 650 nm.

Une ob.servation des cellules est également faite au microscope
photonique et au microscope électronique a balayage.

Dans le lait, les mesures sont faites uniquement aprés addition
du réactif de transparisation.

Du fait de l'opacification des cuves en matiére plastique par la
cyclohexanone, nous avons travaillé avec des cuves en verre.

Le lait utilisé est du lait écrémé en poudre « Lesaffre » reconstitué
a 10% dans de l'eau distillée et reposé 1h a Il'obscurité.

Technique de transparisation

Dans un tube a essais contenant 1 ml de tampon Tris 0,025 M a
pH 7,0, nous avons ajouté 1 ml de suspension de cellules diluée dans
le lait reconstitué ou dans le tampon Tris 0,025 M a pH 7,0. Aprés
agitation, le tube est mis a incuber au bain-marie a 37°e pendant
quelques minutes.

Nous ajoutons ensuite 2 ml de mélange dissolvant n-butylamine/
cydohexanone/triton X-100 (B.e.T.) a pH 11,3 ; une nouvelle agita-
tion, suivie d'une incubation de quelques secondes est nécessaire
avant la lecture de la solution ainsi transparisée au néphélémeétre et
au spectrometre.

Avant chaque série de mesure, il est important de faire un blanc
et de s'assurer que la solution transparisée est bien homogéne.
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Courbes d'étalonnage du néphélémeétre laser pour une souche de bactérie Gram
positive : S. thermophilus CNRZ 302 dans le tampon Tris 0,025M & pH 7,0
et dans le lait.

O---0 Tampon Tris avant transparisation .
.- Tampon Tris apres transparisation.
6---6 Lait aprés transparisation.

Calibration curve for the laser nephelemetre of a Gram positive bacteria specie .-
S. thermophilus  CNRZ 302 in milk and Tris buffer 0.025M at pH 7.0.

0---0 Tris buffer be/ore transparisation
o Tris buffer aiter transparisation.
6---6 Milk aiter transparisation.

Technique de fixation des cellules avant leur observation
au microscope

Avant leur observation au microscope, les cellules en suspension
sont fixées .sur les lames de verre par flambage et colorées au bleu de
méthyléne.

Toutes les lames observées ont été préparées a partir des dilu-
tions des suspensions de cellules dans le tampon Tris 0,025M a pH 7,0.

Les lames destinées au microscope électronique a balayage subis-
sent une metallisation par vaporisation d'une suspension d'argent
sous vide (Gallant, 1981).
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Courbes d'étalonnage du spectrometre d'absorption moléculaire pour une souche
de bactérie Gram positive : S. thermophilus CNRZ 302 dans le tampon Tris
0Q2S M a pH 11,3et dans le lait.

0---0 Tampon Tris avant transparisation .
o, Tampon Tris aprés transparisation.
6---6 Lait apres transparisation.

Calibration curve for the molecular absorption spectrometer of a Gram positive
bacteria specie : S. thermophilus CNRZ 302 in milk and Tris buffer 0.025 M
at pH 11.3.

0---0 Tris buffer bejore transparisation .

.- Tris butter ajter transparisation.

6---6 Milk after transparisation.
RESULTATS

Essai sur les bactéries Gram positive

Etude des différentes souches

Toutes nos mesures ont été effectuées a partir des dilutions de
la suspension-mére des souches pures.
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Courbes d'étalonnage du néphélémetre laser pour une souche de bactérie Gram
positive : S. thermophilus CNRZ 302 dans le tampon Tris 0,025 M a pH 7,0
et dans le lait.

0---0 Tampon Tris avant transparisation .
.- Tampon Tris apres transparisation.
[ — Lait aprés transparisation.

Calibration curve for the laser nephelemetre of a Gram positive bacteria specie ;
S. thermophilus  CNRZ 302 in milk and Tris buffer 0.025 M at pH 7.0.

0---0 Tris butter beiore transparisation
.- Tris butter ait er transparisation.
[ — Milk ajter transparisation.

Les valeurs de tension (en volts) et de densité optique (en unités
de D.O.) enregistrées respectivement au néphélémeétre laser et au
spectrométre  d'absorption moléculaire, nous permettent de tracer
des courbes de tension et de densité optique en fonction des D.F.C./ml
ainsi que des courbes de tension et de densité optique en fonction du
poids sec des cellules, en tenant compte des facteurs de dilutions.

Les courbes tracées ont quasiment la méme allure que celles de
S. thermophilus CNRZ 302 montrées ci-contre (fig. la, b, c, d). En
comparant les courbes de tension et de densité optique, nous consta-
tons que lorsque nous passons de la néphélémétrie (fig. la, Ic) a la
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Courbes d'étalonnage du spectrométre  d'absorption  moléculaire pour une souche
de bactérie Gram positive : S. thermophilus CNRZ 302 dans le tampon Tris
0,Q25M a pH 11,3 et dans le lait.

0---0 Tampon Tris avant transparisation
. - Tampon Tris aprés transparisation.
6.-—-6. Lait aprés transparisation.

Calibration curve for the molecular absorption spectrometer of a Gram positive
bacteria specie : S. thermophilus CNRZ 302 in milk and Tris buffer 0.025 M
at pH 11.3.

0---0 Tris buffer before transparisation

LN Tris buffer after transparisation.
6.---6. Milk after transparisation.

spectrométrie d'absorption moléculaire (fig. Ib, 1d), le seuil inférieur
de détection diminue d'une puissance de 10.

Pour toutes les souches Gram positive étudiées, ce seuil inférieur
de détection varie avec la souche aussi bien en néphélémétrie laser
gu'en spectrométrie d'absorption moléculaire lorsque nous rapportons
au nombre de germes (U.F.C./ml) ; cette variation n'est plus observée
si nous travaillons en poids sec des cellules.

- Apres transparisation, les essais réalisés donnent lieu a des
courbes d'allure identique et paralléles a celles obtenues avant trans-
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fig. 2

Courbes de croissance de S. therrnophilus CNRZ 302 dans les milieux Tryptose-
Protéose-Peptone-Yeast extract (T.P.P.Y.) et lait.

0---0 Courbe de référence sur milieu T.P.P.Y. (logv N = f (Temps).
0O---0 Milieu T.P.P.Y. avant transparisation .
.-, Milieu T.P.P.Y. aprés transparisation.

6---6 Lait apres transparisation.

Growth curve of S. thermophilus CNRZ 302 in milk and Tryptose-Proteose-
Peptone-Yeast extract (T.P.P.Y.) medium.

0---0 Reference curve on T.P.P.Y. medium (log N = f (Time).
0---0 T.P.P.Y. medium beiore transparisation .

o T.P.P.Y. medium alter transparisation.
6---6 Milk aiter transparisation.

parisation. Nous notons comme ci-dessus une perte de sensibilité
égale a une puissance de 10.Les dilutions dans le lait et dans le tampon
Tris 0,025 M a pH 7,0 donnent des courbes qui se confondent; le
milieu de dilution n'influe pas sur la réponse enregistrée.
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fig. 3a
Courbe d'étalonnage du néphélémetre laser pour une souche de bactéries Gram
négative E. coli (GaS)dans le tampon Tris 0,025M a pH 7,0 et dans le lait.
0---0 Tampon Tris avant transparisation .
.-, Tampon Tris aprés transparisation.
f:,-——f:, Lait aprés transparisation.

Calibration curve for the laser nephelemeter of a Gram negative bacteria species
E. coli (GaS) in milk and Tris buffer 0.025 M at pH 7.0.

0O---0 Tris buffer beiore tranpsarisation
c Tris buffer aiter transparisation.
f:,-——f:, Milk alter transparisation.

Application a la courbe de croissance

Cette étude a été faite sur une souche de Streptococcus thermo-
phil us CNRS 302. Aprés un ensemencement d'environ 2 % de milieu
T.P.P.Y. liquide et de lait & l'aide d'une souche de S. thermophilus
CNRZ 302, Rousselot (1982) a pratiqué toutes les heures des préléve-
ments pour suivre la croissance des bactéries au néphélémetre laser
et au spectrométre d'absorption moléculaire. Les courbes de crois-
sance tracées en fonction du temps d'incubation, en tenant compte
des dilutions effectuées, montrent qu'avant transparisation, seule la
courbe de dilution 1/8 couvre de fagon satisfaisante I'échelle de lec-
ture. Apres transparisation, il n'est pas nécessaire de faire une dilution
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Courbe d'étalonnage du néphélémeétre laser pour une souche de bactéries Gram
négative E. coli (GaS)dans le tampon Tris 0,025M a pH 7,0et dans le lait.

0---0 Tampon Tris avant transparisation .
® --- Tampon Tris aprés transparisation.
6---6 Lait aprés transparisation.

Calibration curve for the laser nephelemeter of a Gram negative bacteria species
E. coli (GaS) in milk and Tris buffer 0.025M at pH 7.0.

O---0 Tris butter beiore tranpsarisation
LIS Tris buffer aiter transparisation.
6---6 Milk after transparisation.

pour avoir une courbe d'allure semblable a celle obtenue avant trans-
parisation (fig. 2).

Essai sur les bactéries Gram négative : étude des différentes
souches

La méme expenence que précédemment a été réalisée sur des
souches pures de bactéries Gram négative et les résultats obtenus
sont semblables a ceux obtenus avec les bactéries Gram positive.

Les figures 3 a et b nous montrent que les courbes des bactéries
Gram négative ont la méme allure que celles des Gram positive aussi
bien avant qu'aprés transparisation ; le seuil de détection varie en
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Courbe d'étalonnage du néphélémetre laser pour un mélange de souche de
bactéries Gram positive : S. thermophilus CNRZ 302 et Gram négative : E. coli
(GaS) dans le tampon Tris 0,025M a pH 7,0 et dans le lait.

0O---0 Tampon Tris avant transparisation .
.-, Tampon Tris apres transparisation.
6---6 Lait apres transparisation.

Calibration curve for laser nephelemeter of a mixture of Gram positive
S. thermophilus CNRZ 302 and Gram negative : E. coli (GaS) bacterium species
in milk and Tris buffer 0.025M at pH 7.0.

0---0 Tris buffer beiore transparisation .
.-, Tris buffer aiter transparisation.
6---6 Milk ajter transparisation.

fonction de la souche si nous travaillons en nombre de germes mais
lorsque nous nous rapportons au poids sec des cellules, ce seuil ne
varie pas (fig. 3a et 3hb).

Essai sur les bactéries Gram positive et Gram négative en mélange:
étude des différents mélanges

Les essais sur les souches pures de bactéries Gram positive
et Gram négative ayant débouché sur des résultats assez satisfaisants,
nous avons pratiqué la méme expérience sur des souches de bactéries
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fig. 5a

Cellules de S. thermophilus CNRZ 302 observées au microscope avant et aprés
transparisation.

Avant transparisation.

Cellules en chainettes (Cocci).

Dimensions : O : 0,55I~m.

L : 071 um,

The cells of S. thermophilus CNRZ 302 examined bejore and after transparisation
under a microscope.

Beiore transparisation.

Cells in assembly fine (Cocci).

Dimension : O : 0.55 um.
L :071 ~m.

en mélange, essayant ainsi de simuler les conditions existant dans un
lait industriel.

Tous nos mélanges de souches ont été effectués, volume a volume,
a partir des suspensions-meres des souches pures de bactéries de mor-
phologie identique ou non.

Les résultats obtenus sont identiques a ceux obtenus avec les
bactéries Gram positive et négative en souches pures individuelles
(fig. 4).

Observation des cellules au microscope

Avant transparisation

L'observation des cellules €N suspension dans le tampon Tris non
transparisé a été faite au microscope photonique et électronique a
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fig. 6 a

Cellules de B. Cereus Na5 observées au microscope avant et aprés transparisation.

Avant transparisation.

Cellules en chainettes ou en amas.

Dimensions : 0 : 0,83 I~m.

L :27 i~m.

The ceUs of B. Cereus examined beiore and aiter transparisation under a
microscope.

Beiore transparisation.

Cells in assembZy line or in heap.

Dimension : O : 0.83 I-m.
L :27 ~m.

balayage, en vue de connaitre leur morphologie et de vérifier la pureté
des souches étudiées (fig. Sa et 6a).

Aprés transparisation

Nous avons eu quelques difficultés a observer les cellules en
suspension dans le lait transparisé, notamment en microscopie
électronique ou le mélange dissolvant les constituants colloidaux du
lait masque les cellules. C'est pourquoi toutes nos observations ont
été faites sur des cellules en suspension dans le tampon Tris trans-
parisé pendant des intervalles de temps variables.

e Chez les bactéries Gram positive, en travaillant dans les pro-
portions 2/1 i.e. 2 gouttes de suspension-mére de cellules non diluée
pour 1 goutte de mélange dissolvant, nous avons constaté que les cel-

lules ne commencent a étre lysées qu'au bout d'une trentaine de
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fig. 5 b

Cellules de S. thermophilus CNRZ 302 observées au microscope avant et apres
transparisation.

Apres transparisation.

Cellules tres boursoufflées avec contours irréguliers.

Dimensions: 0 : 1,6urn.

L : 32ltm.

The cells of S. thermophilus CNRZ 302 examined bejore and aiter transparisation
under a microscope.

Ait er transparisation.

Very puffy ceUs with irregular outline.

Dimension: 0 : 1.6 Itm.
L :32 Itm.

minutes pour les bacilles et au bout de 45-60min pour les cocci. Une
mesure des dimensions des cellules avant et aprés transparisation

montre que ce phénomeéne de lyse passe par une phase d'augmentation

de volume pendant laquelle les cellules deviennent boursouflées et
présentent des contours irréguliers (fig. Sb et 6b).

0 Chez les bactéries Gram négative, la lyse est trés rapide ; elle
est quasi totale 10 min aprés l'ajout du mélange dissolvant; elle est
précédée par une phase de modification profonde de la morphologie
des cellules, celles-ci devenant trés boursouflées avant d'éclater-:

e Les résultats obtenus avec les souches en mélange confirment

les résultats ci-dessus ; les bactéries Gram négative sont plus rapide-
ment détruites comparées aux bactéries Gram positive. Mais si nous
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fig. 6 b

Cellules de B. Cereus NaS observées au microscope avant et apres transparisation.

Apres transparisation.

Cellules boursoufflées a contours dichiquetés.

Dimensions : 0 : 1,6 1Jtm.

L : S,-tm.

The cells of B. Cereus examined beiore and aiter transparisation under a
microscope.

After transparisation.

Puffy cells with shred outline.

Dimension: 0 : 1.6 I-tm.
L : S.I-tm.

sommes en présence d'un mélange de Gram positive de morphologie
différente telle un coccus et un bacille, c'est le bacille qui est dégradé
en premier.

DISCUSSION - CONCLUSION

La néphélémétrie laser est une technique simple et rapide d'éva-
luation du nombre de micro-organismes du lait et des produits
laitiers. Son large domaine de mesure s'étend de 105a 108 V.F.C./ml
pour des cellules intactes ; elle constitue donc une technique plus
performante que la spectrométrie d'absorption moléculaire dont le
seuil inférieur de détection est de 108V.F.C./ml.
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Selon le principe méme de la néphélémétrie laser, l'intensité de
la lumiere dispersée mesurée est proportionnelle a la taille et a la
forme des particules en suspension. Toutes nos bactéries n'ayant pas
la méme taille, ni la méme forme, l'intensité de la lumiére dispersée
mesurée ne sera pas la méme d'une bactérie a l'autre. Nous n'avons
rapporté que deux courbes mais toutes celles que nous avons établies
montrent la variation du seuil de détection en fonction des souches
lorsque nous travaillons en nombre de germes (V.F.C./ml).

Pour dénombrer rapidement une souche pure, il faut au préalable
réaliser une courbe d'étalonnage. Mais pour un lait polymicrobien,
il se posera des problemes puisque toutes les bactéries ne répondent
pas de la méme maniére en néphélémétrie laser. Il serait donc avan-
tageux de travailler en poids sec puisqu'on n'observe pas de variation
du seuil de détection quelle que soit la bactérie; cette pratique n'est,
hélas, pas courante chez les microbiologistes.

Le mélange dissolvant n-butylamine/cyclohexanone/triton X-100
présente de nombreux avantages dont celui de ne pas nécessiter une
dilution préalable du lait. Il élimine la turbidité naturelle du lait par
dissolution compléte et rapide de ses différents constituants col-
loidaux, permettant ainsi de suivre par une méthode optique la crois-
sance d'une souche de bactéries en milieu liquide et d'évaluer rapide-
ment les micro-organismes présents dans le lait.

La lyse dans le temps des cellules au contact du réactif de trans-
parisation ajouté dans le milieu réactionnel restreint quelque peu le
domaine d'application de cette technique de dénombrement.
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