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Résumé - Cent trente échantillons de lait cru contenant entre 104 et 6,60107 UFC/ml ont été analy-
sés en double, par conductimétrie par le Microbiological Growth Analyser AT Malthus, selon les
conditions expérimentales suivantes: en cellules de 2 ml sur Spye Broth à 30 oC (TD 30 oC), sur
Spye Broth à 10°C (TD 10°C), sur Spye Broth additionné de 2 mg/l de cristal violet à 30 "C (TD
CV) et en cellules de 10 ml sur Coliform Broth à 30 oC (TD Coli). Ils ont également été soumis à la
numération de la flore totale après agitation standard (FTAS) et après agitation pendant 30 s à l'aide
d'un Ultra-turrax tournant à 20 000 tlmin (FTUT); les bactéries coliformes et les micro-organismes
psychrotrophes ont été dénombrés uniquement après agitation par Ultra-turrax. Tous les ensemen-
cements ont été effectués à l'aide de l'ensemenceur Spiral. Avec un inoculum de 0,1 ml de lait dans
les cellules, le coefficient de corrélation entre le logarithme du nombre d'UFC/ml (FTAS) et le temps
de détection TD 30 oC est de -0,822 et l'écart type résiduel de la régression Référence sur TD 30 oC
de 0,386 log (UFC/ml). Cette précision se dégrade de façon significative avec un inoculum de 1 ml
de lait [Sy,x = 0,452 log (UFC/ml)] ou si les numérations ont été effectuées après une agitation par
Ultra-turrax [Sy,x = 0,467 log (UFC/ml)]. Le coefficient de corrélation entre le logarithme du nombre
de coliformes et le temps de détection sur Coliform Broth TD Coli est de - 0,823 et l'écart type rési-
duel de la régression Référence sur TD Coli de 0,424 log (UFC/ml). Pour la flore psychrotrophe, ces
paramètres sont respectivement de - 0,667 et de 0,640 log (UFC/ml) pour la régression entre le
nombre d'UFC/ml (en log) et le temps de détection TD CV et respectivement de - 0,945 et de 0,287
log (UFC/ml) pour la régression entre le nombre d'UFC/ml (en log) et le temps de détection TD 10
oC. Quel que soit le groupe microbien, l'écart type relatif de répétabilité des temps de détection (en
h) est faible (2-4%) et constant à tous les niveaux de contamination du lait. Par contre, après
conversion en UFC/ml à partir de la pente de la droite de calibrage, l'écart type de répétabilité aug-
mente quand le niveau de contamination du lait baisse. Pour la flore totale, l'écart type relatif géomé-
trique de répétabilité est en moyenne de 35,9% et dépasse 40% au-dessous de 105 UFC/ml.

conductimétrie 1 Malthus 1 lait cru 1 flore totale 1 flore psychrotrophe 1 coliforme 1 justesse 1
répétabilité

Summary - Estimation of total aerobic mesophilic flora, coliform bacteria and psychro-
trophic flora in raw milk by conductimetry. A series of 130 raw milk samples ranging from 104 to
6.6 x 107 CFU/ml were analysed in duplicate by conductimetry with the Microbiological Growth Anal-
yser A T Malthus, using the folfowing experimental conditions: in 2 ml celfs on Spye Broth at 30 oC
(DT 30 OC), on Spye Broth at 10 oC (DT 10 OC), on Spye Broth supplemented with crystal violet (2
mg/I) at 30 oC (DT CV) and in 10 ml celfs on Coliform Broth at 30 oC (TD Coli). Using the Spiral Plate
Maker, they have also been submitted to the enumeration of total flora after a standard shaking
(TFSS) or after shaking with an U/tra-turrax for 30 s at 20 000 rpm (TFUT); coliform bacteria and
psychrotrophic flora have been enumerated only after shaking with an U/tra-turrax. With an 0.1 ml in-
oculation volume in cells, the coefficient of correlation between the logarithms of the numbers of
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nombreux travaux (Cady et al, 1978;
O'Connor, 1979; Gnan et Luedecke, 1982;
Firstenberg-Eden et Tricarico, 1983;
Firstenberg-Eden, 1984; Suhren et Hees-
chen, 1985; Nieuwenhof et Hoolwerf,
1987; Piton et Dasen, 1988). D'autres au-
teurs se sont intéressés à cette technique
pour l'estimation de groupes microbiens
déterminés : les bactéries coliformes
(Firstenberg-Eden et al, 1984) ou la flore
psychrotrophe (Firstenberg-Eden et
Tricarico, 1983; Coombs, 1989). Mais les
conditions expérimentales (milieu de cul-
ture et/ou température d'incubation; type
de matériel) varient d'une étude à l'autre,
de même que les paramètres statistiques
d'évaluation (tableau 1). D'autre part, la
quasi-totalité des travaux publiés sur les
mesures de conductance ont été effectués
sur les différentes versions de l'appareil
commercialisé par Bactomatic.

Le premier objectif de notre étude a
donc été d'établir, pour l'estimation de la
flore totale du lait cru, toutes les caractéris-
tiques analytiques des mesures de
conductance sur le Microbiological Growth
Analyser commercialisé par la société Mal-
thus. En effet, les caractéristiques de l'ap-
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CFUlml (TFSS) and the detection times DT 30 oCis - 0.822 and the residual standard deviation of
the regression line Reference on TD 30 oCle 0.386 log (CFUlml). This accuracy decreases with an in-
oculation volume of 1 ml in cells [Sy,x = 0.452 log (CFUlml)] or with the shaking of samples with an U/-
tra-turrax before plating [Sy,x = 0.467 log (CFUlml)). The coefficient of correlation between the num-
bers of coliforms (in log) and the detection times TD Coli is - 0.823 and the residual standard
deviation of the regression line Reference on DT Coli is 0.424 log (CFUlml). For the psychrotrophic
flora, these parameters are respectively (- 0.667 and 0.640 log CFUlml) for the regression between
the numbers of CFUlml (in log) and the detection times DT Cv, and respectively - 0.945 and
0.287 log (CFUlml) for the regression between the numbers of CFUlml (in log) and the detection
times DT 10 oC. Whatever the microbial group, the repeatability relative standard deviation of the de-
tection times (in h) averages 2 to 4% and is constant at the various levels of milk contamination. Ex-
pressed in CFUlml from the slope of the regression tine, the repeatability standard deviation becomes
proportionally higher as the level of milk contamination decreases. For total flora, the geometric rela-
tive standard deviation of repeatability averages 35.9% and is over 40% for the low levels of contami-
nation « 1()5 CFUlml).

conductimetry 1Malthus 1 raw milk 1 total flora 1psychrotrophic flora 1coliform 1accuracy 1 ra-
peatability

INTRODUCTION

Dans un milieu nutritif peu tamponné, la
croissance et le métabolisme microbiens
se traduisent par des changements signifi-
catifs de conductance (Firstenberg-Eden
et Zindulis, 1984). Ces changements sont
liés à la dégradation de ses substrats en
molécules plus petites, plus mobiles et
d'une charge électrique plus élevée
comme par exemple, l'hydrolyse des pro-
téines en acides aminés ou celle des hy-
drates de carbone en lactate. Générale-
ment, cette production d'ions devient
suffisante pour entraîner une modification
significative de la conductance du milieu
(seuil de détection) lorsque le niveau de la
population microbienne dans la cuvette de
mesure a atteint 106-108 micro-
organismes/mi (Hadley et Senyk, 1975;
Firstenberg-Eden et Eden, 1984; Suhren
et Heeschen, 1985). Le temps nécessaire
pour atteindre ce seuil de détection est
d'autant plus grand que le niveau initial de
contamination de l'échantillon est faible.

L'utilisation des mesures de conduc-
tance pour l'appréciation de la qualité bac-
tériologique du lait cru a déjà fait l'objet de
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Tableau 1.Justesse des mesures de conductance pour l'estimation de la qualité bactériologique du
lait cru (Données bibliographiques).
Accuracy of conductimetry for the evaluation of the bacteriological quality of raw milk.

Référence Régression Remarques

Étendue
n log (UFC/ml) b a Sy,x

Cady et al (1978) 27 2-6 -0,80 Bactometer 32

O'Connor (1979) 230 3-7 -0,242 7,038 0,64 . -0,67 Bactometer 32
93 3-7 -0,311 7,853 0,54 -0,69

Gnan et Luedecke (1982) 151 3-7 -0,88 Bactometer 32

Firstenberg-Eden 110 3-8 -0,24 9,07 -0,96 Bactometer 120
etTricarico (1983) On-MPCA - 18 oC

Nieuwenhof et Hoolwerf 108 4-6 -0,29 7,65 0,40 Bactometer 123
(1987) On-MPCA - 30 oC

119 4-6 -0,21 6,70 0,33 Bactometer 123
In-MPCA - 30 oC

Piton et Dasen (1988) 128 3-8 -0,092 7,306 0,591 -0,812 Bactometer 123
On-MPCA - 18 oC

134 4-7 -0,200 6,777 0,465 -0,676 Bactometer 123
On-MPCA - 30 oC

134 4-7 -0,177 6,345 0,492 -0,626 Bactometer 123
In-MPCA - 30 oC

n : Nombre d'échantillons. number of samples; b : pente de la droite de calibrage. slope of the calibration line; a : or-
donnée à l'origine de la droite de calibrage. intercept of the calibration line; sr,x : écart type résiduel de la régression
en log (UFC/ml). residual standard deviation of the regression in log (CFUlml); r: coefficient de corrélation, correla-
tion coefficient.

pareillage (type d'électrodes en particulier)
et les conditions opératoires (nature et
composition du milieu) pouvaient conduire
à des paramètres analytiques différents de
ceux obtenus récemment par Nieuwenhof
et Hoolwerf (1987) ou Piton et Dasen
(1988) sur le Bactometer 123. Dans une
deuxième phase, nous avons également
testé l'utilisation de cet appareil pour l'esti-
mation du nombre de bactéries coliformes
et de micro-organismes psychrotrophes,
comme l'on disposait de peu de critères

objectifs sur ces applications. Dans les tra-
vaux précédents sur l'estimation de la flore
psychrotrophe par conductimétrie, les au-
teurs ont choisi une température d'incuba-
tion légèrement plus faible que celle utili-
sée pour la flore totale, de façon à limiter
la croissance des micro-organismes méso-
philes : 18 "O après une préincubation des
échantillons de 7 h à 10°C (Firstenberg-
Eden et Tricarico, 1983) ou 20 -c
(Coombs, 1989). Dans notre essai, nous
avons testé 2 nouvelles voies: d'une part,
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- flore à Gram négatif sur milieu Nutrient
Agar (Institut Pasteur) additionné de cristal vio-
let à la concentration de 2 mgll, après 3 j d'incu-
bation à 30 oC.

Les ensemencements ont été réalisés à la
surface de la gélose à l'aide de l'appareil Spiral
décrit par Gilchrist et al (1973). Nous avons
choisi cette méthode comme technique de réfé-
rence car il a été largement montré qu'elle
donne des résultats similaires à ceux de la tech-
nique classique de dénombrement (Campbell et
Gilchrist, 1973; Gilchrist et al, 1973; Donnelly et
al, 1976; Jarvis et al, 1977; Pee 1er et al, 1977).

Les analyses ont été effectuées en double
pour chaque échantillon, afin d'obtenir une
meilleure précision des résultats de numération.
Les résultats sont exprimés en unités formant
colonies par millilitre de lait (UFC/ml).
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l'utilisation, à 30 oC, d'un inhibiteur de
croissance de la flore à Gram positif puis-
que la majorité des micro-organismes psy-
chrotrophes sont à Gram négatif; d'autre
part, une température d'incubation de
10°C de façon à limiter au maximum la
croissance de la flore mésophile.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Origine des échantillons

Cent trente échantillons de lait cru ont été préle-
vés et conservés à 0 "C, au plus 24 h après leur
prélèvement. Tous provenaient de citernes de'
ramassage de 4 grandes entreprises laitières.

Numérations microbiennes

Les échantillons de lait cru ont été répartis,
après homogénéisation, en 2 fractions de 25 ml
dans des flacons de 60 ml : l'une d'elles a subi
une agitation standard consistant en 25 mouve-
ments aller-retour d'une amplitude de 25-30 cm
effectués en 7-10 s (Anonyme, 1978); l'autre
fraction a subi une agitation pendant 30 s à
l'aide d'un homogénéisateur à turbine (Ultra-
turrax, type 18/10) tournant à 20 000 tours/min.
Ce dernier mode d'agitation est actuellement
celui qui assure la meilleure dispersion des
amas microbiens (Richard, 1980; Richard et al,
1981).

Les fractions agitées de façon standard et
par turbine ont été soumises au dénombrement
de la flore aérobie mésophile sur milieu Plate
Count Agar (Difco) après 3 j d'incubation à
30 "C. D'autre part, les fractions agitées par tur-
bine ont été soumises au dénombrement des
groupes microbiens suivants:

- bactéries coliformes sur milieu Violet Red
Bile Agar (Difco) après 24 h d'incubation à
30 -c,

- flore psychrotrophe sur milieu Plate Count
Agar (Difco) après 10 j d'incubation à 7 oC;

Mesures de conductance

Le Microbiological Growth Analyser AT commer-
cialisé par Malthus est composé de 1 ou 2 incu-
bateurs (entre + 5 oC et + 45 oC) pouvant rece-
vir 128 cellules de mesure, d'un système
d'acquisition de données (DAS) et d'un ordina-
teur. Chaque cellule de mesure est composée
d'un tube de verre contenant le bouillon de cul-
ture et de 2 électrodes de platine sur une plaque
de céramique. La fonction du DAS est de mesu-
rer, à intervalles réguliers (toutes les 6 min), la
conductance du milieu de culture dans chaque
cellule et de stocker provisoirement ces informa-
tions avant leur transfert à l'ordinateur. Cet ordi-
nateur assure le stockage et le traitement des
informations. En particulier, un algorithme per-
met de déterminer automatiquement, pour cha-
que échantillon, le temps de détection, c'est-à-
dire le temps à partir duquel on peut mesurer
une augmentation significative de la conduc-
tance dans le milieu.

Les conditions expérimentales sont rassem-
blées sur le tableau II. Dans chaque cas, le mi-
lieu liquide est réparti stérilement dans les cel-
lules de mesure, à raison de 2 ml ou de 9 ml par
tube selon le type de cellule. Il est ensuite inocu-
lé avec l'échantillon de lait (agité de façon stan-
dard) et les cellules sont aussitôt placées dans
l'incubateur.
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Tableau Il. Conditions expérimentales testées sur l'appareil Malthus. Experimental conditions tested
with the Microbiological Growth Analyser Malthus.

Groupe microbien Cellules de Milieu de culture' Température Dose
mesure d'inoculum

Flore totale 2ml Spye Broth 30 -c 1 etO,1 ml

Bactéries coliformes 10 ml Coliform Broth 30 -c 1 ml

Flore psychrotrophe 2ml Spye Broth + 30 -c 1 etO,1 ml
cristal violet 2 mg/I

2ml Spye Broth 10°C 1 et 0,1 ml

* SpyeBrothet ColiformBrothcommercialisésparMalthus.

Calculs statistiques

La répétabilité et la justesse des mesures de
conductance ont été calculées conformément
aux recommandations de la norme FIL 128
(Anonyme, 1985); avant les calculs statistiques,
les nombres d'UFC/ml ont subi une transforma-
tion logarithmique de base 10 destinée à norma-
liser la distribution.

Justesse

La justesse représente l'étroitesse de l'accord
entre la valeur vraie de la grandeur à mesurer et
le résultat moyen qui serait 'obtenu en appli-
quant la technique expérimentale un grand
nombre de fois (Anonyme, 1985). La justesse
d'une technique est évaluée en comparant la va-
leur vraie avec la moyenne de plusieurs détermi-
nations obtenues avec la technique expérimen-
tale, de façon à réduire les erreurs de fidélité.
Par convention, la valeur vraie est donnée par le
nombre d'UFC/ml obtenu avec les méthodes
classiques de dénombrement (dans notre cas,
avec l'appareil Spiral).

Les résultats antérieurs ont déjà clairement
établi que, pour les niveaux habituels de conta-
mination du lait cru (moins de 107 UFC/ml), il

existe une relation linéaire entre le temps de dé-
tection et le logarithme du nombre d'UFC/ml
(Cady et al, 1978; O'Connor, 1979; Gnan et
Luedecke, 1982; Firstenberg-Eden et Tricarico,
1983; Nieuwenhof et Hoolwerf, 1987; Piton et
Dasen, 1988). Conformément à la norme FIL,
l'équation de calibrage (y = bx + a) a été établie
à partir des moyennes des 2 déterminations
faites sur chaque échantillon par les 2 techni-
ques; le logarithme décimal du nombre d'UFC/
ml est considéré comme variable dépendante et
le temps de détection comme variable indépen-
dante, pour donner une estimation de l'écart
type résiduel dans l'unité de la technique de ré-
férence. Nous avons appliqué la norme FILéta-
blie pour les méthodes chimiques, bien que cer-
taines hypothèses ne soient plus vérifiées en
microbiologie (en particulier, une erreur né-
gligeable dans la mesure des x et des y).

La précision d'estimation de la technique ex-
périmentale est donnée par les limites de l'inter-
valle de confiance à l'intérieur duquel se situe,
avec une probabilité de 95%, la vraie valeur
donnée par la méthode de référence. Si y est le
nombre d'UFC/ml calculé à partir de la droite de
calibrage, ces limites sont, en valeur logarithmi-
que, log y ± 1,96osy,x où sr,x est l'écart type rési-
duel des écarts à la droite de régression. En
données non transformées, ces limites sont
y/1 01.96Sy,x pour la limite inférieure et yo1 01.96Sy,x
pour la limite supérieure.
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Répétabilité

La variance de répétabilité des temps de détec-
tion (s,2) a été établie à partir des mesures de
conductance effectuées en double sur chaque
échantillon, selon la formule suivante :

1 n
s,2= - l: wf

2n i= 1

où wj est la valeur absolue de la différence
entre doubles pour l'échantillon i et n le nombre
d'échantillons analysés (Anonyme, 1985). Dans
le cas des temps de détection, l'écart type de
répétabilité est alors exprimé en h; mais pour
pouvoir comparer valablement cet écart type
avec ceux des autres techniques, nous l'avons
également exprimé en log (UFC/ml) grâce à la
formule:

s,* [en log (UFC/ml)] = b -s,

où b est la pente de la droite de calibrage. Une
telle conversion présente un réel intérêt; en
effet, 2 techniques qui donnent le même écart

type de répétabilité exprimé dans l'unité d'ori-
gine, ont en fait des répétabilités exprimées en
UFC/ml très différentes, si les pentes des équa-
tions de calibrage sont différentes.

L'écart type relatif géométrique de répétabili-
té GRSD en données non transformées peut
alors être estimé à partir de la formule suivante:

s·
GRSD (en UFC/ml) = (10 r - 1)·1 00

Ce paramètre exprime la variabilité des résultats
au-dessus de la moyenne géométrique (Piton et
Grappin, 1990).

RÉSULTATS

Estimation de la flore totale

Le tableau III présente la répétabilité et la
justesse des mesures de conductance, ob-
tenues à partir d'une population de 130
échantillons de lait cru pour l'estimation de

Tableau III. Répétabilité et justesse des mesures de conductance pour l'estimation de la flore totale
du lait cru, en fonction de la dose d'inoculum des échantillons de lait dans les cellules de mesure. In-
fluence of the milk volume of inoculation in the cells on the repeatability and the accuracy of the
conductance measures for the estimation of total flora in raw milk.

Dose Temps " Mode s * GRSD Équation de régression Sy,xr
d'inoculum moyen d'agitation

1 ml 7,86 h AS 0,126 38,8% Y=-D,397 X+ 8,306 0,452
UT 0,129 34,7% Y=-D,406 X + 8,709 0,539

0,1 ml 8,50 h AS 0,133 35,9% Y=-D,445 X + 8,966 0,386
UT 0,139 37,8% Y= -D,465 X + 9,471 0,467

Mode d'agitation des échantillons pour la numération de la flore totale: Shaking method of the samples.
AS : agitation de façon standard, standard shaking; UT : agitation par turbine (Ultra-turrax), shaking with an Ultra-
turrax for 30 s at 20 000 rpm; sr" : écart type de répétabilité des temps de détection (en log UFC/ml, calculé à partir
de la pente de la droite de calibrage, repeatability standard deviation of the detection times in log (CFUlml); GRSD:
écart type relatif géométrique de répétabilité (en UFC/ml), geometric relative standard deviation of repeatability in
log (in CFUlml); y : logarithme du nombre d'UFC/ml obtenu après agitation standard ou turbine, logarithm of the
number of CFU/ml; X : temps de détection (en h) après agitation standard des échantillons, detection time (h); sr,' :
écart type résiduel de la régression en log (UFC/ml), residual standard deviation of the regression in log (CFUlml);
• : temps moyen de détection (moyenne des 128 à 130 déterminations en double), mean detection time (mean of
the 128 or 130 determinations in duplicate).
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la flore totale. On observe tout d'abord
que, quelle que soit la dose d'inoculum, la
précision d'estimation de ces mesures est
meilleure lorsque les numérations micro-
biennes ont été réalisées après une agita-
tion standard : par exemple, pour un inocu-
lum de 0,1 ml, celle-ci passe de ± 1,96 x
0,386, soit ± 0,757 log (UFC/ml) dans le
cas d'une agitation standard, à ± 0,915 log
(UFC/ml) dans le cas d'une agitation par
turbine. La différence est d'ailleurs signifi-
cative au seuil de 5%, pour les 2 doses
d'inoculum testées (test F de comparaison
des variances à n-2 dl; Dagnelie, 1970).
D'autre part, la précision d'estimation est
significativement plus faible au seuil de 5%
pour un inoculum de 0,1 ml de lait que
pour un inoculum de 1 ml.

La figure 1 présente la relation obtenue
entre les temps de détection à 30 "C avec

0,1 ml d'inoculum et les logarithmes des
nombres d'UFC/ml après une agitation
standard des échantillons. Si y est le
nombre d'UFC/ml estimé à partir de la
droite de calibrage, les limites de l'inter-
valle de confiance de y (à P = 0,95) sont,
en données non transformées : y.1 0°,757
soit y ·5,71 pour la limite supérieure et
y/100,757 soit y/5,71 pour la limite infé-
rieure.

D'autre part, les écarts types de répéta-
bilité des temps de détection exprimés en
log (UFC/ml) varient peu en fonction de la
dose d'inoculum; par contre, ils varient net-
tement en fonction du niveau de contami-
nation des échantillons (tableau IV).
L'écart type relatif des temps de détection
(en h) est très faible (2-4%) et constant à
tous les niveaux de contamination; à l'in-
verse, après conversion en UFC/ml à partir

8 Y = -0,445 .X+8,966•
N = 130

E
<, r=0,822
0 7 •u.. ••;:) Sy.x = 0,386
'1:1 •
al ... X = 8,50... •,Q 6 •• Y=5,186E .10 •c ••~ ...

•• ..
'1:1 5 •• ••
I! • •
E
.c.. •'-...
cv 4
Cl
0

3
4 7 105 6 8 11 129

Temps de détection 30°C (en heures)

Fig 1. Relation entre les temps de détection obtenus à 30°C sur Spye Broth avec un inoculum de 0,1
ml et les logarithmes des nombres d'UFC/ml après une agitation standard des échantillons. .
Relationship between the detection times measured at 30 oC on Spye Broth with an inoculation vol-
ume of 0.1 ml and the logarithms of the numbers of CFU/ml after "standard" shaking of samples.
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N RSD s • GRSDr
(h) en log (UFC) (en UFC)

3,30% 0,148 40,8%
3,73% 0,146 40,1%
2,60% 0,084 21,3%
3,4S% 0,098 2S,4%

3,SO% 0,133 3S,9%

C Piton,D Rongvaux-Gaïda

Tableau IV. Influencedu niveaude contaminationdes échantillonsde lait sur la répétabilitédes
tempsdedétectionà 30 oC surmilieuSpyeBroth(Inoculum0,1 ml).
Influence of the contamination level of the milk samples on the repeatability of the detection times ob-
tained at 30 oC on Spye Broth.

Temps de détection
(h)

Équivalence
(UFCx 1()3)

Plusde 9,61
8,11 -9,61
7,46-8,11
Moinsde 7,46

Moinsde 100
100 -SOO
500 -1000
Plusde 1000

Total

23
66
16
23

128

RSD: écart type relatif de répétabilité des temps de détection (en hl, repeatability relative standard deviation of the
detection time (in hl; s; : écart type de répétabilité des temps de détection (en log UFC/ml, calculé à partir de la
pente de la droite de calibrage), repeatability standard deviation of the detection time in log (CFU/ml); GRSD: écart
type relatif géométrique de répétabilité en UFC/ml, geometric relative standard deviation of repeatability in CFUlml.

de la pente de la droite de calibrage, on
note des écarts types relatifs géométri-
ques de répétabilité élevés, surtout pour
les faibles niveaux de contamination
(iusqu'à plus de 40%).

Estimation des bactéries coliformes

La figure 2 montre la relation obtenue, sur
une population de 126 échantillons de lait
cru, entre les temps de détection à 30 "C
sur Coliform Broth et les logarithmes des
nombres de coliformes sur milieu VRBA
après agitation du lait par turbine. L'équa-
tion de calibrage a été calculée après éli-
mination de 4 échantillons qui s'écartaient
de plus de 3 écarts types résiduels de la
droite de calibrage. La précision d'estima-
tion de la technique est donc de ± 1,96 x
0,424 soit ± 0,831 log (UFC/ml). Si y est le
nombre de coliformes estimé à partir de la
droite de calibrage, les limites de l'inter-

valle de confiance de y (à P = 0,95) sont,
en données non transformées:
y/6,l8 pour la limite inférieure
et y-6,l8 pour la limite supérieure.

Conformément à ce qui a été observé
pour la flore totale, l'écart type relatif de ré-
pétabilité des temps de détection (en h)
était faible (moins de 3%) et restait cons-
tant, quel que soit le niveau de contamina-
tion du lait. Par contre, après conversion
en UFC/ml, on notait une nette augmenta-
tion de l'écart type relatif géométrique
quand le niveau de contamination du lait
en coliformes baissait : en moyenne de
24,4% (5,* = 0,095 log (UFC/ml)], il attei-
gnait 34,6% (5,* = 0,129 log (UFC/ml)] au-
dessous de 103 coliformes/ml.

Estimation de la flore psychrotrophe

La figure 3 montre la relation obtenue
entre les logarithmes des nombres de



y = -0,409 X + 8,826
avec Sy,x= 0,638 et r= 0,662.

Par contre, la figure 4 montre la relation
obtenue, sur une population de 60 échan-
tillons de lait, entre les logarithmes des
nombres de micro-organismes psychro-
trophes et les temps de détection mesurés
à 10°C sur Spye Broth avec un inoculum
de 1 ml de lait. La relation entre les 2 tech-
niques est relativement étroite puisque la
précision d'estimation est de ± 1,96·0,287
soit ± 0,562 log (UFC/ml). Si y est le ni-
veau de la flore psychrotrophe estimé à
partir de la droite de calibrage, les limites

Fig 2. Relation entre les temps de détection mesurés à 30 "C sur Coliform Broth et les logarithmes
des nombres de coliformes obtenus sur milieu VRBA après une agitation par turbine des échantillons.
La droite de calibrage a été calculée après élimination de 4 échantillons de lait (0) qui s'écartent de
plus de 3 écarts types résiduels de cette droite.
Relationship between the detection times measured at 30 oC on Coliform Broth and the logarithms of
the numbers of CFUlml obtained on Violet Red Bile Agar after shaking of samples with an U/tra-turrax.

micro-organismes psychrotrophes/ml et les
temps de détection, à 30 "O, sur milieu
Spye Broth additionné de 2 mg/I de cristal
violet. La précision d'estimation de la tech-
nique est assez peu satisfaisante: ± 1,96 x
0,64, soit ± 1,25 log (UFC/ml). Ces temps
de détection obtenus en présence de cris-
tal violet ne permettaient pas d'estimer les
niveaux de la flore à Gram négatif avec
plus de précision: en effet, pour un inocu-
lum de 0,1 ml, la relation obtenue entre
ces temps et les logarithmes des nombres
de micro-organismes à Gram négatif était
la suivante:
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Fig 3. Relation entre les temps de détection obtenus à 30 oC sur Spye Broth additionné de 2 mg/I de
cristal violet (Inoculum de 0,1 ml) et les logarithmes des nombres de micro-organismes psychro-
trophes après une agitation par turbine des échantillons.
Relationship between the detection times measured at 30 oC on Spye Broth supplemented with crys-
tal violet (2 mg/I) and the logarithms of the numbers of psychrotrophic micro-organisms obtained after
shaking of samples with an Ultra-turrax.

de "intervalle de confiance de y (à P =
0,95) sont, en données non transformées:

y/3,65 pour la limite inférieure

et 'y"3,65 pour la limite supérieure.

Contrairement à ce qui a été observé
pour la flore totale, cette précision est lé-
gèrement meilleure avec un inoculum de
1 ml, bien que la différence ne soit pas si-.
gnificative (test F de comparaison des va-
riances à n-2 ddl; Dagnelie, 1970).

Enfin, la répétabilité des temps de dé-
tection à 10°C était très proche de celle

observée pour les 2 groupes microbiens
précédents : pour des inoculums de 1 et
0,1 ml, les écarts types de répétabilité s;
étaient respectivement de 0,128 et de
0,121 log (UFC/ml) ce qui correspond à
des écarts types relatifs géométriques de
34,2 et 32,2%.

DISCUSSION ET CONCLUSION

Avec un écart type résiduel de 0,39 log
(UFC/ml), la justesse de l'appareil Malthus
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Fig 4. Relation entre les temps de détection obtenus à 10 oC sur milieu Spye Broth (Inoculum 1 ml) et
les logarithmes des nombres de micro-organismes psychrotrophes après une agitation par turbine
des échantillons.
Relationship between the detection times measured at 10 oc on Spye Broth (Inoculation volume of
1 ml) and the logarithms of the numbers of psychrotrophic micro-organisms obtained alter shaking of
samples with an U/tra-turrax.

pour l'estimation de la flore totale du lait
cru est équivalente à celle obtenue dans
les études de Nieuwenhof et Hoolwerf
(1987) et Piton et Dasen (1988) sur le Bac-
tometer 123 (tableau 1). En effet, si les ré-
sultats semblent légèrement meilleurs pour
le Malthus, il faut souligner que l'écart type
résiduel peut varier dans des proportions
assez larges entre essais effectués dans
les mêmes conditions expérimentales sur
2 populations différentes d'échantillons de
lait. Ainsi Piton et Dasen (1988) ont obtenu
un écart type résiduel significativement
plus faible dans le cas d'échantillons préle-
vés dans des citernes de ramassage d'en-
treprises [0,37 log (UFC/ml)] que dans le
cas d'échantillons prélevés dans des tanks

de ferme [0,47 log (UFC/ml)]; de même,
entre 2 populations différentes d'échan-
tillons prélevés à la ferme, ils ont observé
des variations de cet écart type atteignant
près de 0,10 log (UFC/ml). Des variations
dans la nature et/ou "état physiologique de
la flore bactérienne du lait sont probable-
ment à l'origine de ces différences.

Un mode d'agitation violent des échan-
tillons avant la numération microbienne en-
traîne une dégradation de la précision
d'estimation des mesures de conductance;
d'autre part, d'après Nieuwenhof et
Hoolwerf (1987) et Piton et Dasen (1988),
on observe des précisions équivalentes si
les analyses microbiologiques et les me-
sures de conductance sont effectuées

1

1

1

1

1

1

1
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pour les Pseudomonas psychrotrophes et
les bactéries coliformes, une agitation par
turbine pouvait conduire à une multiplica-
tion très importante des nombres d'UFC/ml
par rapport à un mode d'agitation peu
énergique (souvent 20 et parfois près de
100 fois plus).

Pour l'estimation des bactéries coli-
formes, les mesures de conductance à
30 "C présentent une précision d'estima-
tion équivalente à celle que l'on peut obs-
erver pour la flore totale [s x = 0,424 log
(UFC/ml)]. Plusieurs hypoth'èses peuvent
expliquer ce manque d'étroitesse entre les
2 techniques: tout d'abord, les variations
de nature de la flore coliforme d'un échan-
tillon à l'autre; ensuite, le mode d'agitation
des échantillons avant leur numération et
enfin, la croissance de bactéries non coli-
formes dans le milieu. En particulier, on
sait que des micro-organismes à Gram né-
gatif lactose moins (Pseudomonas psy-
chrotrophes, en particulier) sont capables
de croître sur les milieux de dénombre-
ment des coliformes (Richard et al, 1988).
Il est donc vraisemblable, qu'à la tempéra-
ture choisie pour l'incubation des cellules
(30 OC), les conditions d'anaérobiose par-
tielle rencontrées dans les cellules de
10 ml et les constituants du milieu de cul-
ture n'aient pas permis une inhibition totale
de ces micro-organismes. L'augmentation
de la température d'incubation aurait per-
mis d'empêcher la croissance de la plupart
de ces micro-organismes : à 35 oC par
exemple, comme dans l'étude de
Firstenberg-Eden et al (1984). Mais à l'in-
verse, cette élévation de la température
d'incubation aurait probablement inhibé la
croissance des bactéries coliformes psy-
chrotrophes.

Par ailleurs, grâce à un abaissement de
la température d'incubation des cellules à
10 oC, la conductimétrie permet d'évaluer
le niveau de la flore psychrotrophe avec
une précision d'estimation relativement sa-
tisfaisante [Sy,x = 0,287 log (UFC/ml)].

C Piton, D Rongvaux-Gaïda

avec le même mode d'agitation des échan-
tillons (standard ou turbine). Ces 2 obser-
vations sont contraires à ce qu'on pouvait
attendre, puisque le mode d'agitation par
Ultra-turrax permet une désagrégation
maximale des amas microbiens et donc
une meilleure estimation des nombres de
micro-organismes présents (Richard,
1980). Les résultats obtenus par conducti-
métrie semblent donc davantage reliés au
nombre d'amas microbiens qu'au nombre
réel de micro-organismes. Cela peut sans
doute être attribué au fait que le change-
ment de conductance du milieu est à la
fois fonction du nombre initial de micro-
organismes et de leur activité dans le mi-
lieu de culture (Firstenberg-Eden et Eden,
1984; Suhren et Heeschen, 1985). Ainsi, il
a été montré (Hadley et Senyk, 1975;
Firstenberg-Eden et Eden, 1984; Suhren
et Heeschen, 1985) que le nombre de bac-
téries atteint dans le milieu de culture au
moment de ce changement varie dans des
proportions assez larges (entre 106 et 108

cellules/ml); en revanche, d'après Suhren
et Heeschen (1985), ce changement
semble lié à une nette augmentation de la
concentration en ammoniac du milieu. Il
est donc probable que les cellules empri-
sonnées dans les amas microbiens aient
une activité moindre sur les substrats du
milieu que des cellules isolées. D'autre
part, il est possible que ces cellules empri-
sonnées se multiplient moins vite dans le
milieu, en raison de conditions de crois-
sance défavorables (disponibilité en nutri-
ments et en oxygène).

Ces observations sur l'influence du
mode d'agitation permettent alors de
conclure que la justesse obtenue au cours
de notre essai pour l'estimation des bacté-
ries coliformes ou de la flore psychro-
trophe est en réalité nettement sous-
estimée; en effet, les dénombrements de
ces 2 flores ont été effectués après une
agitation par turbine des échantillons. Or,
Piton et Richard (1983) ont montré que



Flore du lait cru par conductimétrie 305

Cette technique présente néanmoins l'in-
convénient de temps de détection très
longs (en moyenne, près de 48 h). Cette
relation assez étroite peut être expliquée
principalement par 2 faits : d'une part, l'in-
hibition de la croissance des bactéries mé-
sophiles; d'autre part, l'homogénéité de la
flore psychrotrophe des échantillons de
lait, sur le plan de sa nature et de son état
physiologique, puisque la conservation du
lait pendant des durées assez longues à
basse température entraîne la prolifération
d'un seul groupe de micro-organismes, les
Pseudomonas psychrotrophes (Richard,
1981). L'utilisation d'un inhibiteur de la
flore à Gram positif à 30 "C n'a, par contre,
pas permis d'estimer avec précision les ni-
veaux de la flore psychrotrophe. Une tem-
pérature d'incubation plus basse (18 ou
20 OC) aurait sans doute été préférable;
d'autre part, le mode d'agitation violent des
échantillons avant leur numération a pu
jouer un grand rôle en défaveur de la pré-
cision de cette technique, puisque les bac-
téries psychrotrophes se présentent assez
souvent sous forme d'amas très faciles à
dissocier.

Enfin, la répétabilité des temps de dé-
tection du Malthus varie peu en fonction du
groupe microbien recherché et des condi-
tions expérimentales. Dans le cas de la
flore totale, l'écart type de répétabilité en
log (UFC) est d'environ 0,130, ce qui cor-
respond à un écart type relatif géométrique
de 35%. Cette répétabilité est donc nette-
ment moins satisfaisante que celle des
techniques de référence puisque la norme
généralement retenue pour ces techniques
est de 0,07 log (UFC/ml) (Anonyme,
1978). Par contre, ces caractéristiques de
répétabilité sont très proches de celles
observées sur le Bactometer avec la tech-
nique d'ensemencement en surface (On-
MPCA sur le tableau 1) (Nieuwenhof et
Hoolwerf, 1987; Piton et Dasen, 1988). Ce-
pendant, ces auteurs ont pu nettement

améliorer l'écart type de répétabilité des
temps de détection avec la technique d'en-
semencement en profondeur (In-MPCA) :
moins de 0,07 log (UFC) à tous les ni-
veaux de contamination du lait. Enfin, pour
l'estimation des bactéries coliformes, les
écarts types de répétabilité sont, en re-
vanche, meilleurs que ceux généralement
obtenus avec les techniques de référence:
0,146 log (UFC/ml) d'après Ginn et al
(1986) ou 0,219 log (UFC/ml) d'après Piton
et Grappin (1990).
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