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Comparaison de divers modes d'agitation
des échantillons de lait cru en vue de la numération
de sa flore totale suivant la méthode Thompson

par

J. RICHARD*, C. KREBS**, J. WALTER"t***
et R. GRAPPIN™"*

1. INTRODUCTION

La méthode simplifiée de numération de la flore microbienne
décrite par Thompson et al. [14] est largement utilisée en France
pour le paiement du lait cru suivant sa qualité bactériologique. A
condition d'étre utilisée correctement, elle donne, avec les laits
réfrigérés, des résultats comparables a la méthode classique par dilu-
tions [6, 8, 9, la, 11, 13, 14]. Cependant certains auteurs et plus
récemment Grappin [3] ont constaté qu'elle conduit parfois a des
résultats sous-estimés par rapport a ceux de la méthode classique
surtout lorsque les échantillons contiennent plus de 100000 micro-
organismes/ml  [13, 16].

Pour Wright et al. [16] cette sous-estimation serait due au ({sur-
peuplement» des boites de Petri. Tatini et al. [13], observant que
I'écart entre les deux méthodes de numération dépend aussi de l'ori-
gine des échantillons, ont émis I'hypothése que la nature de la flore
joue un réle important: le lait de bidons contiendrait en majorité des
microcoques et des streptocoques formant des amas et des chaines
et le lait de tanks, des batonnets isolés ou en petits paquets. L'agita-
tion des tubes de dilution, en numération classique, serait respon-
sable d'un fractionnement des amas microbiens plus important qu'en
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numération simplifiée [4]. Cela expliquerait que I'écart entre les deux
méthodes de dénombrement n'apparait important que dans des cas
particuliers.

Bien que cette explication ne soit pas entierement satisfaisante
(elle ne s'applique pas au lait réfrigéré qui contient une majorité de
batonnets) et que I'écart entre les deux techniques de numération peut
parfois étre d0 aussi a un défaut de calibrage de la boucle ou a sa
mauvaise utilisation [1, 3], il est certain que le mode d'agitation du
lait peut influencer les résultats des dénombrements [7, a]. Il est
donc important de le définir. Le présent article regroupe les résultats
d'une étude de divers modes d'agitation du lait cru entreprise dans
ce but.

II. METHODES

1. Préparation des échantillons

Des échantillons ont été prélevés dans différentes fermes juste
aprés la traite ou aprés conservation du lait a basse température en
tanks réfrigérants. Chaque échantillon, d'un volume de 0,5 | environ,
a été agité au laboratoire, suivant le mode AS défini plus loin, puis
réparti en flacons de type pilulier a large ouverture, de sorte que
ces derniers soient au plus a moitié pleins. Aprés 24 h de conservation
entre 0° C et 5°C, chaque flacon était agité suivant I'un des modes
ci-dessous.

2. Modes d'agitation

Une revue de la littérature et une enquéte réalisée aupres de
divers laboratoires nous ont incité a retenir, pour comparaison, les
huit modes d'agitation suivants:

S5 et S25 respectivement 5 et 25 simples retourne-
ments du flacon.

S25R0, S25RIO et S25R20 réchauffement du lait & 30-37°C en 5 min,
suivi de l'agitation S25, lI'analyse étant faite
sans délai (S25RO) aprés une attente de
10 min (S25RI0O) ou de 20 min (S25R20).

AS agitation « standard }) [2] consistant en
vingt-cing mouvements aller et retour d'une
amplitude de 25-30cm effectués en 7 a 10s.

\Y4 agitation mécanique a l'aide d'un vibrateur
de type Vortex réglé au maximum.
uT traitement pendant 30s a l'aide d'un homo-

généiseur a turbine (Ultraturrax, type TP
18/2K) tournant a 20000 t/min.
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Immédiatement aprés ce traitement, on effectuait un transvase-
ment du lait pour éliminer I'épaisse couche de mousse stable qui
se forme et qui empéche de faire un prélevement correct avec l'anse
calibrée.

L'analyse était faite dans la minute qui suit l'agitation sauf dans
les cas S25RIO et S25R20 ou elle était différée respectivement de
10 et de 20 min.

3. Méthodes d'ensemencement des boites de Petri

Trois laboratoires ont participé a cette étude. Dans deux d'entre
eux le prélevement avec l'anse calibrée était réalisé manuellement, en
veillant bien a ce que la vitesse de retrait soit toujours la méme et
que la boucle demeure dans un plan vertical au moment de sa sortie
du lait. Dans le troisieme, cette opération était mécanisée au moyen
d'un dispositif a crémaillére entrainé par un moteur électrique, afin
que la vitesse et l'angle de la boucle demeurent aussi constants
que possible [11].

L'eau de ringage présente dans la boucle était éliminée soit a
l'aide d'un papier filtre, soit par un petit coup sec appliqué sur
la canule portant la boucle.

Dans une premiere étude (ne comprenant pas le mode d'agitation
UT) nous avons évité de plonger I'anse dans la couche de mousse;
pour cela on inclinait le flacon (méthode manuelle), ce qui avait
pour effet de dégager une surface apparemment exempte de mousse.

Une deuxiéme étude, limitée aux modes d'agitation S25, AS et
UT a été réalisée pour étudier I'influence de la couche superficielle
du lait, et en particulier de la mousse, sur les résultats des dénom-
brements. Dans ce cas, les prélevements avec l'anse étaient réalisés
dans la minute qui suivait l'agitation, puis 10 min plus tard, avant et
aprés élimination, par transvasement, de la couche superficielle, le
lait étant conservé au froid entre la premiére et la deuxiéme analyse.

Le nombre d'échantillons utilisés par chaque laboratoire dans
chacune de ces deux expériences est indiqué dans les tableaux 1 et 4.

Les dénombrements ont été faits en double et dans un cas en
triple, sur milieu gélosé Plate Count Agar (Difco nv 429), les boites
de Petri étant incubées 3 . a 30°C.

4. Exploitation des résultats

L'ensemble des résultats des dénombrements microbiens a été
soumis a une analyse de variance apres transformation logarithmique
des données. Nous avons pris le mode d'agitation AS (agitation
« standard ») comme référence et nous avons comparé les moyennes
en prenant la plus petite différence significative comme critere [12].
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.  RESULTATS ET DISCUSSION

Les résultats moyens des dénombrements effectués au cours de la
premiére étude sont présentés dans le tableau 1 et les résultats de
I'analyse statistique, dans les tableaux 2 et 3. Les laboratoires A et B
trouvent des différences significatives entre les divers modes d'agita-
tion alors que le laboratoire C n'en trouve pas. Comme on pouvait S'y
attendre avec S5, S25 et S25RO (échantillons faiblement agités) le
nombre moyen de colonies par boite de Petri est généralement infé-
rieur a celui que l'on obtient avec la méthode AS prise comme réfé-
rence. Il en est de méme, mais dans une moindre mesure, de l'agi-
tation par le Vortex. Par contre, on obtient des valeurs généralement
supérieures a celles données par la référence AS lorsque les échan-
tillons réchauffés a 37°C attendent 20 min avant d'étre examinés
(mode S25R20) alors que l'agitation est la méme qu'avec S25RO.

Le tableau 2 montre que dans les laboratoires A et B, on observe
une interaction hautement significative (P <0,001) entre modes d'agi-
tation et échantillons. Cela signifie que l'efficacité de l'agitation varie
suivant l'origine des échantillons, donc probablement suivant la
nature de la flore microbienne du lait, et/ou suivant la nature méme
de ce dernier [11]. On notera que la « résiduelle » (variance de répé-
tabilité) est globalement un peu supérieure a la limite admise de
0,0050 pour la méthode classique de dénombrement [2].

Dans le tableau 3, on présente l'erreur « résiduelle )}correspon-
dant a chacun des modes d'agitation. On n'observe pas de différence
importante de répétabilité entre ces derniers, ni entre prélévement
manuel (laboratoires A et B) et prélevement mécanisé avec I'anse
calibrée (laboratoire C). Les valeurs observées dépassent presque tou-
tes la limite de 0,0050.

Les résultats de la deuxieme étude, portant sur l'influence de
la couche superficielle du lait, sont présentés dans le tableau 4. D'une
facon générale, on observe que la couche superficielle du lait, apres
10 min de repos, contient beaucoup plus de micro-organismes (envi-
ron 50p. 100en plus avec S25et UT) que le lait privé de cette couche;
par contre, dans ce dernier, le nombre de micro-organismes n'est pas
significativement différent de celui qu'on obtient en faisant le pré-
levement a l'anse, dans la minute qui suit l'agitation. Comme dans
la précédente expérience S25 donne des résultats en moyenne infé-
rieurs a ceux obtenus avec AS ; par contre, l'agitation avec I'Ultra-
turrax entraine une augmentation du nombre de colonies de 40 a
100p. 100 par rapport a cette référence, ce qui est bien en accord
avec les résultats de Wanser et Hartman [15] et de Richard [11.].

Sur le plan de la répétabilité des dénombrements, on n'observe
pas de différence marquée entre les trois modes d'agitation comparés.
Cependant, cette répétabilité est, dans I'ensemble, meilleure dans
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TABLEAU 1

Comparaison des divers modes d'agitation du lait

(Moyenne logarithmique du nombre de colonies

Nombre
d'échantillons
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S5

110%
60**

SZ5

600**
117**

60**
93

S25R0

710%*
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62**
87
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(1) et (2) Prélévement respectivement manuel et mécanique avec l'anse calibrée.
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Meéthode prise comme référence.

Moyenne significativement différente de celle donnée par
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d'agitation AS aux seuils P = 0,05et P = 0,01 respectivement.
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2500**
141*
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TABLEAU 2

Analyse de variance des résultats du tableau 1

Origine
des variations

Entre échantillons

Entre modes d'agitation

Interaction « Echantillons

xModes d'agitation»

Résiduelle
(variance de répétabilité)

* p < 0,01

Degré

Laboratoire de liberte  Carré moyen F
A 26 2,127 348,7*
B 18 1,855 187,4*
C 5 4,530 573,4*
A 6 0,0887 14,54*
B 5 0,4619 46,66*
C 5 0,0042 <1,00
A 156 0,0135 2,21*
B 90 0,0328 3,31*
C 26 0,0126 1,59
A 189 0,0061
B 114 0,0099
C 72 0,0079

TABLEAU 3

Influence du mode d'agitation du lait sur la variance de répétabilité
(erreur résiduelle) de la méthode simplifiée de numération
(Variance x 104sur loglO)

Laboratoire Degre de
liberté
A 27
B 19
C 12

Moyenne

S5

87

64

78

S25

62

68

41

60

Méthode d'agitation

S25Re S25Ri0 S25R20 AS

62 59 49 46
171 58 160 T4
146 34 80 80

116 54 92 63

255



TABLEAU 4

Influence de la couche superficielle du lait sur le dénombrement de la flore microbienne suivant la méthode Thompson
(Moyenne logarithmique  du nombre de colonies par bhoite de Petri)
Mode d‘agitation
- Nombre
Laboratoire déchantillons $25 AS uT
a b c a b c a b c
A 11 75 96 84 94 113 90 187 272 178
(0,0055)  (0,0071)  (0,0029)  (0,0078)  (0,0041)  (0,0048)  (0,0031)  (0,0041)  (0,0027)
B 18 - - - 99 94 151 - - -
(0,0057)  (0,0053)  (0,0103)
\ 8 54 98 42 41 87 40 83 132 73
(0,0084)  (0,0169)  (0,0139)  (0,0117)  (0,0044)  (0,0042) (0,0041)  (0,0006)  (0,0032)
C
| 10 - - - 135 147 139 - - -
(0,0038)  (0,0027)  (0,0026)

A, Bet C 47 66 97 66 96 109 115 143 213 133
Prélevement a l'anse calibrée dans la minute qui suit l'agitation (a), apres 10 min dans la couche superficielle (b), aprés 10 min
et élimination de la couche superficielle (c).

Entre parentheses : variance de répétabilité  (erreur résiduelle) de la méthode de numération calculée sur les logarithmes de

base 10.
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cette étude que dans la précédente; elle parait aussi, meilleure avec
le mode d'agitation UT (Ultraturrax) qu'avec les deux autres modes
d'agitation ; cela est normal puisque, théoriquement, la variance de
répétabilit¢ diminue lorsque le nombre de colonies augmente [11].
Il est intéressant de noter encore que le laboratoire C qui a mécanisé
le prélevement a l'anse calibrée n'atteint pas une précision supé-
rieure a celle des laboratoires qui utilisent la méthode manuelle
confirmant ainsi les résultats de I'un de nous [3].

IV. CONCLUSION

Le meilleur mode d'agitation des échantillons de lait en vue du
dénombrement de la flore totale est, en principe, celui qui disperse
le plus complétement les amas microbiens ; on réduit ainsi au mini-
mum une des causes principales d'écarts dans les numérations obte-
nus par des laboratoires ou par des opérateurs différents. C'est
actuellement I'agitation par turbine (Ultraturrax ou appareils équi-
valents) qui, de ce point de vue, permet d'obtenir les meilleurs résul-
tats [11]. Malheureusement, il est difficile de la mettre en ceuvre
lorsqu'on doit examiner un grand nombre d'échantillons, comme
c'est le cas des laboratoires chargés des analyses d'échantillons,
comme c'est le cas des laboratoires chargés des analyses en vue du
paiement du lait suivant sa qualité. De plus, ce traitement du lait
provoque l'apparition d'une épaisse couche de mousse relativement
stable qui géne considérablement le prélevement avec l'anse ; il n'est
donc pas facilement applicable aux dénombrements en série.

Inversement, une agitation faible consistant, par exemple, en
de simples retournement du flacon, conduit & une nette sous-estima-
tion du nombre de micro-organismes présents dans le lait. Cette sous-
estimation dépend de l'origine de ce dernier (donc de sa composition
et/ou de la nature de la flore qu'il contient) comme en témoignent
les valeurs élevées de l'interaction « Echantillons x Méthodes d'agi-

tation »,

Le meilleur compromis entre ces deux extrémes parait étre
l'agitation « standard» (mode AS) qui peut étre facilement mécanisée.
Habituellement, on attend que la mousse formée se dissipe spontané-
ment pour faire le prélevement, les échantillons étant souvent conser-
vés a température ambiante. Cette pratique peut entrainer, d'un
laboratoire a l'autre, des écarts dans les résultats obtenus a partir
d'échantillons d'une méme origine. Ces divergences constatées dans
les deux expériences que nous avons faites, sont plus vraisemblable-

ment liées a une remontée de créeme (et de fines bulles dair) qu'a
un multiplication microbienne. C'est ce que suggére le fait qu'aprés
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élimina tion de la couche superficielle de lait (deuxieme expérience),
on obtienne des résultats comparables a ceux de l'analyse réalisée
immédiatement apres l'agitation. Apres leur agitation les échantillons
devraient étre conservés au froid (moins de 5° C) le temps nécessaire a
la disparition de la couche de mousse et agités de nouveau, de fagon
modérée (par inversion), juste avant l'analyse, afin de disperser Ila
couche superficielle du lait.

Le réchauffement de I'échantillon de lait, destiné a faciliter la
dispersion de la couche de créme, peut favoriser la multiplication
microbienne si le prélevement avec l'anse intervient aprés une attente
supérieure a 7a min [5]. Cela risque de se produire dans le cas d'ana-
lyses en séries, du fait d'un arrét momentané de I'appareil a ense-
mencer, ou tout simplement du décalage de temps entre le premier et
le dernier échantillon analysé. 1l est donc déconseillé.

Résumé

L'influence de divers modes d'agitation du lait sur les résultats
de dénombrement de la flore microbienne suivant la méthode
Thompson a été étudiée dans trois laboratoires. Deux d'entre eux
effectuaient manuellement le prélevement du lait avec la boucle
calibrée, alors que le troisitme faisait ces prélevements a l'aide d'un
mécanisme approprié. Des différences significatives entre modes
d'agitation ont été mises en évidence, ainsi que l'effet d'une attente
entre le moment de l'agitation du lait et celui de son analyse. Sur le
plan de la répétabilité des dénombrements, aucune différence signi-
ficative n'est apparue entre les diverses agitations, ni entre préleve-
ment manuel et prélevement mécanisé avec l'anse calibrée.

Compte tenu des résultats acquis et des observations faites au
cours de l'étude, l'agitation décrite dans «Standard Method for the
Examination of Dairy Product» est recommandée pour le dénombre-
ment suivant la méthode Thompson. Apres une attente suffisante
a moins de 5° C pour éliminer la mousse, I'échantillon doit étre a
nouveau agité légerement et analysé immédiatement.

Summary

COMPARISON OF DIFFERENT SHAKING METHODS OF RAW MILK SAMPLES BEFORE
ENUMERATION BY THE PLATE LOOP METHOD

Using the Plate Loop Count method for enumerating bacteria in
refrigerated rawmilk, different shaking procedures were compared.
Significant differences between them were observed, the more vigou-
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rous method giving from 50 to 100 per cent more bacteria than the
conventional one.

The surface of the milk, la minutes or more after a vigourous
shaking, contains more bacteria than the beneath layer.

Considering the repetability of the Plate Loop method, there is
no significant differences between the shaking methods.

According to the results obtained, the shaking procedure recom-
manded in «Standard Methods for the Examination of Dairy Products»
is recommanded with sufficient delay at less than 50 C for eliminating
the foam and gentle agitation of the milk just before analysis.

Regu pour publication en octobre 1980.
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