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Numération automatique et rapide des bactéries
du lait cru a I'aide du Bacto-Scan

R. GRAPPIN*, A. DASEN* et Pascale FAVENNEC**

RESUME

Le Bacto-Scan (N. Foss ApS) est un appareil effectuant a la
cadence de 70 échantillons/heure un dénombrement automatique
des bactéries du lait cru par microscopie épifluorescente, aprés trai-
tement chimique des échantillons.

Un essai portant sur l'analyse en double exemplaire par le
Bacto-Scan et par la méthode de référence (Norme FIL 100) de 234
échantillons de lait cru ayant entre 102 et 2,8.106 UFC/ml a donné
un coefficient de corrélation de 0,841 entre les deux méthodes et un
écart-type résiduel de la régression référence sur Bacto-Scan de
0,296 en 10glOaprés élimination des échantillons ayant moins de
30.103 UFC/ml. Le seuil de détection a été déterminé a 30.103 UFC/ml
avec un intervalle de confiance a 95% compris entre 8.103et 110.10°
UFC/ml. Le coefficient de variation de répétabilité est voisin de 5,9 %,
quel que soit le niveau de concentration en bactéries.

L'analyse d'échantillons de lait traités a I'Ultra-Turrax 30 secondes
a 20000 t/rnin, et l'analyse d'échantillons inoculés avec des cultures
pures de différentes espéces bactériennes ont montré qu'une grande
partie des écarts constatés entre le Bacto-Scan et la méthode de
référence provenait d'une mauvaise dispersion des amas microbiens
dans le cas de la méthode de référence et d'une destruction des grou-
pements naturels des cellules par paire ou chaine par le Bacto-Scan,

Dans le cas d'un classement des laits en fonction des seuils
100.10% et 500.10¢ UFC/ml, 79,9% des laits sont classés de facon
identique par le Bacto-Scan et par la méthode de référence.

Mots clés: Lait cru - Numération des bactéries - Bacto-Scan - Microscopie
épifluorescente - Précision.

¢ LN.R.A,. Station expérimentale Laitiere - 39800 Poligny.
e« Eléve ingénieur, E.N.LT.A., Dijon-Quétigny.
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SUMMARY

RAPID AND AUTOMATIC ENUMERATION OF RAW MILK BACTERIA
WITH THE BACTO-SCAN

The Bacto-Scan  manujactured by N. Foss ApS is an instrument
designed for the automatic enumeration  of bacteria in raw milk by
epifluorescent microscopy  after chemical treatment of milk sampl es.

A series of 234 raw milk samples, ranging [rom. 102 ta 2.8.106 CFU 1
ml was analyzed in auplicate by the Bacto-Scan and the reference
standard plate count method (IDF Standard 100). The coefficient  of
correlation  between Bacto-Scan and SPC is 0.841 and the accuracy,
expressed by the residual standard deviation [rom the regression of
SPC on Bacto-Scan, is 0.296 in 10glO.The limit of detection is 30.103
CFU [ml, with 95 % confidence limits of 8103 and 110.10¢ CFU [ml.
The coefficient  of variation of repeatability averages 59 % and is
nearly constant at the various conce'ntration levels.

Analysis  of milk samples blended with an Ultra-Turrax 30 sec
at 20000 r.p.m., and the analysis of samples inoculated  with pure
cultures of different species of bacteria showed that the major part
of the differences  between Bacto-Scan and SPC stems from the poor
desagregation of bacterial clumps by the reference SPC, and from
disruption  of the natural occuring form of bacterial cells in pair or
chain, by the Bacto-Scan.

When grading milk samples according ta class limits of, 100.103
and 500.103 CFU [ml, 79.9 % of milk samples get an identical grade
with bath the Bacto-Scan and the reference SPC method.

Key words: Raw rnilk - Bacterial count - Bacto-Scan - Epifluorescent
rnicroscopy - Accuracy.

1. INTRODUCTION

La méthode simplifiée de dénombrement des germes totaux
décrite par Thomson et al. (1960) est actuellement employée comme
méthode officielle francaise pour le paiement du lait a la production
en fonction de sa qualité bactériologique. Bien que la préparation
des boites de Petri et la numération des colonies soient actuellement
mécanisées (Grappin, 1975), cette technique présente pour les labo-
ratoires interprofessionnels  l'inconvénient de ne pas pouvoir étre
entierement automatisée en raison de la phase d'incubation ; de
plus, le délai de réponse de 3 jours est souvent considéré comme
un handicap important dans le cadre d'une politique de qualité
des laits.

Ces derniéres années, de nouvelles méthodes rapides d'appré-
ciation de la qualité bactériologique ont été proposées (Bossuyt, 1982 ;
Kay, 1982). Parmi ces méthodes, l'appareil « Bacto-Scan » fabriqué
par la Société danoise N. Foss A:pS et commercialis¢é en France par
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Foss-Electric France permet une détermination rapide et entiérement
automatique du nombre total de bactéries présentes dans le lait.
Apres une breve description de l'appareil, nous présenterons les
résultats d'une étude destinée a évaluer les principales caractéristi-
ques analytiques du Bacto-Scan et son utilisation dans le cadre d'un
paiement du lait cru en fonction de sa qualité bactériologique.

. MATERIEL ET METHODES

A. Le Bacto-Scan

Le Bacto-Scan effectue un dénombrement de bactéries colorées
a l'acridine orange a l'aide d'un microscope a épifluorescence fonc-
tionnant en continu. Pour que les bactéries puissent é&tre comptées,
i,l faut qu'elles soient séparées des autres éléments du lait (cellules
somatiques, caséines, matiére grasse) et de toutes impuretés phy-
siques qui peuvent se trouver dans le lait. Le Bacto-Scan se compose
de deux parties : une unité de préparation de I'échantillon et une
unité de comptage des bactéries (fig. 1).
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1. Unité de préparation

La séparation des bactéries des autres constituants du lait se
fait en deux étapes : tout d'abord 5 ml de lait préchauffé a 40°C
sont mélangés a 15 ml d'un liquide de lyse pour dissoudre les cellules
somatiques et la caséine, ensuite une centrifugation a gradient
constitué d'une solution de saccharose (1,5 ml) et de dextran (0,5 ml)
permet de séparer les bactéries.

La solution de dextran de plus forte densit¢é (d = 1,10) puis la
solution de saccharose (d = 1.03) sont transférées dans le bol de la
centrifugeuse tournant a une vitesse maximum de 45000 tours/min.
Les deux solutions forment deux couches superposées sur les parois
verticales de la centrifugeuse jusqu'au niveau du trop-plein. Le
mélange lait et produit de lyse est ensuite envoyé dans la centri-
fugeuse et se déplace du centre vers la périphérie en passant sur
le film de saccharose. Les bactéries, de densité intermédiaire entre
celles des solutions de saccharose et de dextran, traversent la couche
de saccharose et sont arrétées par le film de dextran.

La partie non retenue (matiére grasse, caséine, cellules soma-
tiqgues) passe au-dessus du gradient et est évacuée vers le bol de
déchets. L'ensemble du processus dure 15 secondes. Le gradient
renfermant les bactéries est aspiré dans le bol de [Il'incubateur
ol sont ajoutés 6 ml d'une solution d'enzymes. La suspension de
bactéries est incubée pendant 5 min a une température de 40°C
de facon a dissoudre d'éventuels restes de cellules ou de particules
de protéines. Lorsque l'incubation est terminée, 4 ml de la solution
colorante d'acridine orange sont ajoutés dans le bol de l'incubateur.
L'échantillon est transféré par aspiration dans le bloc de comptage
et compté immédiatement.

2. Unité de comptage automatique

La suspension bactérienne est déposée au moyen d'une seringue
sous la forme d'un film de 0,5 mm de largeur et 5 microns d'épais-
seur, sur la surface périphériqgue d'un disque tournant a la vitesse
de 20 t/rnin sous l'objectif du microscope.

Aprés lecture, le disque est nettoyé par jet de deux solutions,
brossé puis séché par de l'air chaud.

Le comptage, effectué en continu pendant 20 secondes, corres-
pond a la lecture d'un volume de solution de 5 microlitres (soit I'équi-
valent de 2 microlitres de lait) étalé sur une bande de 2 m. Un
facteur de multiplication de 500 correspondant a la dilution doit étre
appliqgué aux lectures directes pour obtenir des résultats exprimés
par millilitre de lait. La source lumineuse du microscope est une
lampe a arc au Xenon. Chaque bactérie colorée passant sous l'objectif
est soumise a la lumiére bleue d'excitation et émet par fluorescence
une certaine quantité d'énergie lumineuse de couleur rouge orangé.
Le faisceau fluorescent est ensuite transformé en un signal électrique
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ou impulsion par l'intermédiaire d'un photo-détecteur et enregistré
par un compteur électronique. En raison du traitement chimique
et physique subi par I'échantillon pendant la phase de préparation,
il est admis que le comptage soit fait de fagon unitaire, chaque pic
lumineux correspondant a une bactérie.

Un dispositif de réglage des niveaux haut et bas de discrimi-
nation permet de ne compter que les impulsions d'une certaine
dimension correspondant & lintensité  lumineuse émise par les
bactéries.

3. Analyse des échantillons de lait

Au cours des essais, l'analyse des échantillons de lait a toujours
été précédée d'un ringage du systeme avec de l'eau saline.

Les échantillons étaient préchauffés 10 min & 40° C avant pas-
sage sur l'appareil et toutes les déterminations étaient faites en dou-
ble exemplaire.

Les résultats Bacto-Scan sont exprimés en nombre d'impulsions
par millilitre de lait (lecture directe x 500).

B. Analyses bactériologiques

1. Numération  des germes totaux

Méthode de dénombrement des bactéries aérobies mésophiles
selon la norme provisoire FIL 100 (1982), sans addition de poudre
de lait dans le milieu de culture, et dénombrement des boites ayant
entre 30 et 300 colonies. Les échantillons sont agités manuellement
selon la méthode préconisée par la FIL (Norme 100).

Les résultats sont exprimés en unités formant colonies par
millilitre de lait (UFCjml).

2. Cultures pures

Afin d'étudier [l'influence de l'espéce microbienne sur les mesures
Bacto-Scan, différentes souches provenant de collections |.N.R.A. du
Laboratoire de Microbiologie Laitiere du CNRZ (Jouy-en-Josas)
ont été cultivées et dénombrées dans les conditions suivantes : P.
fluorescens CNRZ 795, Hafnia alvei X 12 et E. coli X 807, cultivées
et dénombrées sur milieu PCA .;Lb helveticus CNRZ 320, St. thermo-
philus CNRZ 302, St. lactis CNRZ 272, cultivées sur lait et dénom-
brées, sur milieu MRS pour Lb. helveticus et sur milieu M17 pour
les streptocoques.

Bien que ces souches ne soient pas trés représentatives de la
flore naturelle du lait cru (Thomas et al.,, 1982 ; Twomey et Crawley,
1968), elles ont été, choisies sur la base de caractéristiques pouvant
influencer la réponse du Bacto-Scan : coloration Gram (+ et -),
morphologie (coque et batonnet) et taille.
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C. Protocole expérimental

Selon le schéma préconisé par la FIL (Grappin, 1985)pour I'étude
des méthodes indirectes instrumentales d'analyse du lait, une pre-
miére partie sera consacrée a la vérification de deux caractéristiques
instrumentales  importantes de l'appareil : la linéarité de réponse
et le degré de contamination d'un échantillon sur l'autre (carry-over
effect) ; la deuxiéme partie portera sur la détermination expérimen-
tale des caractéristiques analytiques : répétabilité, justesse et seuil
de détection, et dans une troisieme partie nous décrirons quelques
essais destinés a expliquer les causes des écarts observés entre le
Bacto-Scan et la méthode de référence. Nous donnerons enfin un
exemple d'application du Bacto-Scan dans le cadre de la reglemen-
tation francaise actuelle du paiement du lait en fonction de la qualité
bactériologique.

lll. RESULTATS ET DISCUSSION

A. Caractéristiques instrumentales

1. Linéarité de réponse

Le but est de déterminer les limites inférieures et supérieures
de concentration & l'intérieur desquelles les réponses données par

Lecture directe Bactoscan L

Impulsions  (x 103)

40 L ~

3%

<

25

15

10

0 3 6 9 12

fig. 2
Linéarité de réponse du Bacto-Scan (lecture directe).
Linearity of the Bacto-Scan signal (direct reading)
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I'appareil sont proportionnelles au nombre de bactéries contenues
dans le lait. Pour définir la limite supérieure, une série réguliere
de dilutions d'un lait ayant 15.106bactéries/ml avec un lait contenant
103 bactéries a été effectuée de fagon a obtenir 36 échantillons de
différentes teneurs en bactéries. La figure 2 montre que la réponse
du Bacto-Scan est linéaire jusqu'a une concentration de 4,5.106 bac-
téries/ml environ, au dela la courbe s'infléchit fortement. Pour la
limite inférieure, Il'essai mentionné au paragraphe Ill. Clet repré-
senté sur la figure 5 montre que la réponse est linéaire au moins
jusqu'au 3.103 UFC/ml.

Si la linéarité de réponse ne présente pas de probléeme pour
I'analyse de laits contenant peu de bactéries, en revanche, l'appareil
ne peut valablement é&tre utilisé que pour les laits produisant moins
de 25000 impulsions en lecture directe, soit 12,5.108 impulsions par
ml de lait.

2. Contamination

.Cette caractéristique instrumentale est estimée en analysant de
l'eau et un lait chargé en germes selon la séquence suivante

Eau. (El) - Eau (E2) - Lait (LI) - Lait (L2) - Eau (El) - Eau (E2) -
Lait (LI) - Lait (L2) etc., et en calculant le taux de contamination
par la formule: (Somme ElI - Somme E2) X 100/Somme L2.

Un essai portant sur l'analyse de 48 échantillons de lait en suivant
le schéma défini, a montré que le taux de contamination d'un
échantillon par [I'échantillon qui le précéde, est de 1,2% pour le
Bacto-Scan. Une valeur identique a été obtenue par Saarinen (1984)
en Finlande.

Ce taux de contamination, acceptable pour un appareil auto-
matique, peut toutefois modifier de fagcon sensible les résultats
lorsque deux échantillons consécutifs ont des populations microbien-
nes tres différentes. Par exemple, si dans une chaine d'analyse, un
échantillon ayant une teneur en bactéries de 3.106 par ml précéde
un échantillon ayant 80.103 bactéries/ml, ce dernier verra son résul-
tat passer a 80.108 + 1,2 X 3.105/100 = 116.103,du fait de la conta-
mination par I'échantillon précédent.

Afin d'améliorer la précision des mesures, une correction auto-
matique des mesures par microprocesseur peut étre envisagée.

B. Caractéristiques analytiques

Les principaux parametres analytiques du Bacto-Scan ont été
estimés a partir de l'analyse de 234 échantillons de lait ayant entre
102 et 2,8.106 UFC/ml et comprenant 113 échantillons de lait d'une
traite, 99 échantillons de lait réfrigéré de 4 traites et 22 échantillons
de lait ayant été partiellement écrémé ou provenant d'un animal
trait de facon aseptique afin d'obtenir des échantillons ayant tres
peu de bactéries.
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Chaque échantillon a fait I'objet de deux déterminations par la
méthode de référence et de deux déterminations par le Bacto-Scan,

1. Fidélité

a) Répétabilité  : la répétabilité du Bacto-Scan a été déterminée
a partir de l'analyse en double exemplaire de 206 échantillons de
lait, les répétitions des mémes échantillons ayant été faites a environ
10 min d'intervalle (analyses par série de 5 échantillons). Afin d'éviter
une transformation  logarithmique des données, les calculs ont été
faits par tranches de niveau de concentration a l'intérieur desquelles
les variances de répétabilité sont supposées homogenes.

Le tableau 1 résume les coefficients de variation de répétabilité
(CVr), calculés par niveau, pour le Bacto-Scan et pour la méthode
de référence. En dehors de la classe de lait ayant des valeurs infé-
rieures a 38000 UFCjml, on observe un CYr a peu prés constant
quel que soit le niveau. Pour l'ensemble des échantillons le CYr
moyen est de 59 % pour le Bacto-Scan et 11,8% pour la méthode de
référence. Cette derniére valeur est voisine de celle obtenue géné-
ralement par la méthode Thompson. Kilwein et Daun (1981) et
Saarinen  (1984) indiquent respectivement des CYr de 7,9 % et 56 %
pour le Bacto-Scan.

b) Reproductibilité sur courte période Cl ou 2 jours) : elle a
été déterminée en analysant plusieurs fois (entre 4 et 8 répétitions
par jour) un méme échantillon de lait conservé a 0o C pour lequel
il a été vérifié par la méthode de référence qu'il n'y avait pas d'aug-
mentation de la flore en cours de la période de conservation de 1
ou 2 jours.

Le coefficient de variation de reproductibilité moyen, calculé
respectivement  sur 29 et 11 essais, est de 9,0 % pour les périodes de
1 jour, et 11,7% pour les périodes de 2 jours. Ces valeurs, qui
concernent des échantillons de bonne qualité bactériologique donnant
en général moins de 1000 impulsions au Bacto-Scan (soit I'équivalent
de 86000 UFCjml), sont supérieures a la valeur de 5,9 % obtenue
pour la répétabilité (tab. 1).

2. Limites de détection (ou de détermination)

La limite de détection est définie comme étant la plus petite
concentration, ici le nombre le plus faible de UFC par ml de lait,
qui peut étre détecté avec un certain degré de confiance (95 %)
par l'appareil.

Pour les méthodes instrumentales de mesure indirecte, la limite
de détection est en général déterminée par le rapport signal/bruit ;
dans le cas présent, le bruit est le signal donné par I'appareil lorsque
I'échantillon  ne contient pas ou peu de bactéries. Si le bruit
est important il masque le signal donné par les bactéries présentes.



TABLEAU 1- TABLE 1

Répétabilité du Bacto-Scan et de la méthode de référence - Repeatability of the Bacto-Scan and the reference method
: Nombre
Niveau - Level UFC/ml correspondant d'échantillons Moyenne CV., (%)
impulsions/ml - impulses/ml Corresponding CFU[ml Sample Mean
P P P g numbers Bacto-Scan Référence
Bacto-Scan
x 104) (x 103) (x 104 Reference
<25 <38 42 18 84 14,3 or
Sl
25-50 38-86 55 35 59 13-9 o
L
50-100 86-184 44 66 52 11,9 9
100-250 184-485 32 150 59 12,7
250-500 485-750 24 328 4.8 111
(0]
>500 >750 9 820 50 6,8 2
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Référence
log UFC/ml

AT

Bactoscan

6 log impulsions/ml
fig. 3

Diagramme de dispersion des résultats obtenus avec le Bacto-Scan
et la méthode de référence.

Scatter diagram of results obtained with the Bacto-Scan and the reference method.

Pour déterminer la limite de détection on compare les résultats
obtenus par le Bacto-Scan (RS.) et par la méthode de référence
(Réf.) au niveau des tres faibles concentrations en bactéries.

La courbe d'ajustement (fig. 3), établie pour les 234 échantillons
de lait a partir des logarithmes décimaux des moyennes arithmétiques
des deux déterminations faites par chaque méthode, montre que
la relation Référence -Bacto-Scan, de forme hyperbolique, n'est
linéaire qu'a partir d'un certain niveau de concentration du lait en
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bactéries, niveau qui correspond & la limite de détection de I'appa-
reil. Cette limite de détection déterminée graphiquement, correspond
approximativement au point D de coordonnées log (RS.) = 5,3 et
log (Réf.) = 4,48, soit 200 X 103 impulsions/ml  pour le Bacto-Scan
(correspondant & 400 impulsions en lecture directe) et 30 X 108
UFC/ml pour la méthode de référence.

En pratique, le Bacto-Scan permet d'estimer une concentration
en bactéries dans le lait a partir du seuil de 30.103 + 2 s.,, x avec sy, «x
écart-type résiduel de la droite de régression des points correspon-
dant & un signal Bacto-Scan supérieur a 5,3 (200.10% impulsions/ml).
Il est important de souligner que sur les 47 échantillons de lait don-
nant un signal Bacto-Scan inférieur au seuil de détection de 200.10°
impulsions/ml,  seuls trois échantillons ont un nombre de bactéries
supérieur a 30.108 UFC/ml. En indiquant que tout échantillon don-
nant une réponse Bacto-Scan inférieure a 200.10% impulsions/ml  cor-
respond & un lait ayant moins de 30.103 UFC/ml, le risque d'erreur
est de l'ordre de 5 %.

3. Justesse

Apres élimination des échantillons de lait donnant un résultat
au Bacto-Scan inférieur a 5,3, I'équation de régression linéaire cal-
culée sur les 187 échantillons restants ayant entre 6.103 et 2,8.10°
UFC/mI, est la suivante:

log (Réf.) = log (B.S.) X 1,0332- 0,999

avec un écart-type résiduel sv, x = 0,296 et un coefficient de corré-
lation linéaire r = 0,841.

De ces résultats, on peut tirer les deux parametres essentiels
de la justesse : la précision d'estimation et I'exactitude de calibrage
de l'appareil. Il faut souligner que la distribution des points autour
de la droite présente une légere dissymétrie illustrée par [I'histo-
gramme de fréquence des résidus B.S.-Réf. déduits de la régression
log (Réf) = f [log (B.S.)]. On observe qu'il y a 55% des points
donnant une réponse sous-e.stimée au Bacto-Scan, et un étalement
plus important des points donnant une réponse surestimée au Bacto-
Scan (fig. 4).

a) Précision d'estimation: définie comme étant [I'étroitesse de
l'accord entre la méthode de référence et la méthode indirecte,
apres élimination d'un défaut éventuel de -calibrage, la précision
d'estimation est donnée par les limites de l'intervalle statistique
de dispersion a l'intérieur desquelles se situe, avec une probabilité
de 95 %, la vraie valeur donnée par la méthode de référence. Cet
intervalle est égal a + ts, , x soit dans le cas présent : + 1,96 X
0,296 = =+ 0,580. Le Bacto-Scan permet donc d'estimer le log du
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fig. 4

Histogramme des résidus de la régression: log Réf. = log (BS) x 1,0332-D,999.
Histogram of the residuals from the regression: log Ref. = log (B.S.) X 1.0332.{).999.

TABLEAU 2 - TABLE 2

Précision  d'estimation du Bacto-Scan - Accuracy of the Bacto-Scan

Valeur estimée du nombre de UFC/ml (x 103
Estimated value of CFU [ml (x103)
Lectures  Bacto-Scan
Bacto-Scan readings

Limites de confiance des valeurs
Moyenne individuelles (P = 0,95)
Mean Confidence limits  of individual
values (P = 0.95)

(impulsions  x 103/ml)
(impulses x 1031ml)

—_——————— _—— e i
200 30 8< < 110
645 100 26 < < 380

3200 500 130 < < 1900
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nombre de UFCjml dans les limites de = 0,580 pour 95% des
échantillons. A partir de ce résultat, le tableau 2 indique, directe-
ment en nombre UFCjml et non plus en valeur logarithmique, Ila
précision d'estimation du Bacto-Scan pour différents niveaux de
qualité bactériologique. En raison de la transformation initiale en
logarithme, :les limites des intervalles sont dissymétriques par rap-
port a la valeur moyenne, cette dissymétrie augmentant avec le
niveau.

b) Exactitude de calibrage : pour qu'un appareil soit exacte-
ment calibré, il faut que la pente (b) de I'équation Réf. = b X (B.S.)
+ a, ne soit pas différente de 1,000 et que l'ordonnée a l'origine (a)
ne soit pas différente de zéro, cette derniére condition pouvant étre
remplacée par I'égalité des moyennes des deux variables.

Dans le cas présent, avec une erreur standard de b égale a
s = 0,049, la pente de la droite a pour valeur: b = 1,033+ 0,096
(P < 0,05) ; elle n'est pas statistiquement différente de 1,000.

En revanche, I'hypothése de I'égalité des deux moyennes : log
Référence = 5,101 et log Bacto-Scan = 5,904 est rejetée au seuil de
1%, l'appareil nécessite donc un calibrage.

La différence entre ces deux moyennes représente le log du
facteur de multiplication (FM) des résultats Bacto-Scan par rapport
aux résultats de référence.

Nous avons la relation:
log (FM) = log (B.S.) - log (Réf.) = 5,904- 5,101 = 0,803
soit: log (FM) = log (B.S.jRéf.) = 0,803 = log 6,35
et FM = B.S.jRéf. = 6,350u Réf. = B.S.j6,35.

Le facteur de multiplication est de 6,35.

Compte tenu de l'existence de ce facteur de multiplication tout
appareil devra étre calibré, avec un coefficient peut-étre différent
de celui trouvé dans notre étude, afin qu'il affiche directement Ila
concentration des échantillons de lait en UFC/ml. Dans une étude
portant sur 309 échantillons de lait couvrant une trés large gamme
de teneur en bactéries (de 30.103 a plus de 107 UFCjml), Saarinen
(1984) obtient un coefficient de multiplication de 5,73. Pratiquement
pour calibrer le Bacto-Scan il faudra : tout d'abord éliminer les
laits produisant un signal égal ou inférieur a la valeur Bacto-Scan
correspondant au seuil de détection de 30000 UFC/ml, c'est-a-dire
les échantillons donnant une lecture directe au Bacto-Scan infé-
rieure a 400, multiplier ensuite le résultat Bacto-Scan par 500 pour
tenir compte de la dilution, et enfin diviser par 6,35 qui est le facteur
de multiplication de l'appareil.

Soit:  concentration en UFCjml = (B.S.) X 500/6,35.
(B.S.) : lecture directe du Bacto-Scan, supérieure a 400.
500 : facteur de dilution.

6,35 : facteur de multiplication du Bacto-Scan.
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C. Facteurs influengcant Ila relation entre le Bacto-Scan et la
méthode de référence

Avant d'utiliser une méthode indirecte, basée sur un principe de
mesure différent de celui de la méthode de référence, il est impor-
tant de rechercher [I'origine des différences entre les deux méthodes
observées au niveau individuel, sachant que, si la méthode indirecte
est correctement calibrée, la moyenne des résultats individuels four-
nis par la méthode de référence doit étre a chaque niveau de concen-
tration égale a la valeur donnée par la méthode indirecte.

D'aprés les principes des deux méthodes Bacto-Scan et méthode
de référence, basées sur la numération de signaux fluorescents
émis par des cellules bactériennes ou des particules inertes colo-
rées a l'acridine orange d'une part, et la numération de colonies
bactériennes provenant de cellules isolées ou d'amas bactériens apres
culture sur milieu non spécifique 3 jours a 30°C dautre part, on
peut s'attendre a des différences de réponse de la part des deux
méthodes en fonction non seulement de la nature de la flore présente
dans le lait et de son état physiologique, mais aussi du degré de
dispersion des amas microbiens au moment de la prise d'essai.

1. Influence du degré de dispersion des cellules bactériennes dans
le lait

Il a été indiqué qu'en raison du traitement de I'échantillon de
lait, qui comprend wune fusion de la matiere grasse, une dilution
et une homogénéisation mécanique au cours du pipetage et de la
filtration et enfin un traitement enzymatique, le Bacto-Scan doit
en .principe effectuer un comptage unitaire des bactéries. En
revanche, dans le cas des méthodes de numération aprés culture sur
boite de Petri, la destruction plus ou moins importante des agrégats
microbiens qui donneront naissance a un nombre plus ou moins
grand de colonies va dépendre essentiellement du mode d'agitation
de I'échantillon de lait avant la prise d'essai. De nombreuses études
ont montré qu'en agitant fortement un échantillon de lait on peut
augmenter  considérablement  les résultats de la méthode de réfé-
rence, mais que cette augmentation est liée a la nature de la flore
(Fryer, 1982). Les résultats obtenus avec la méthode Thompson
augmentent en moyenne de 60.% aprés agitation des échantillons
pendant 30 secondes a I'Ultra-Turrax (20000 tours-min) (Richard,
1980); cette augmentation est nulle pour la flore thermorésistante
et peut atteindre plus de 400% pour la flore psychrotrophe  résis-
tante a la Ipénicilline (Piton et Richard, 1983).

Dans une expérience conduite avec 46 échantillons de lait, nous
avons montré, qu'aprés agitation a [I'Ultra-Turrax (30 secondes a
20000 tours/min)  uniquement des échantillons de lait destinés a
étre analysés avec la méthode de référence, la moyenne géomé-
trique de.s résultats référence augmente de 156%, passant de
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270000 a 690000 UFC/ml, et la relation Bacto-Scan, méthode de
référence est légerement améliorée bien que statistiguement non
significative, le coefficient de corrélation passant de 0,883 a 0,939
et I'écart-type résiduel en log, de 0,209 a 0,164.

impulsions Iml

<x 10%

A B

L]
500
‘nomogenéisé

1 UF.C<x 10)
100 200 300

fig. 5

Droites de régression des résultats obtenus  par la méthode de référence
(UFC/ml) et le Bacto-Scan  (impulsions/ml) pour deux séries A et B d'‘échan-
tillons de lait (voir texte).

Symboles pleins (., e) : laits homogénéisés a I'Ultra-Turrax destinés a l'analyse
par la méthode de référence.

Regression  lines of results given by the reference method (CFUImi; and Bacto-
Scan  (impulses/ml) for two series A and B of milk samples (see text.).
Fulls symbols (., e): homogenized milk with the Ultra-Turrax for analysis by
the reference method.

Dans une deuxiéme expérimentation, portant  sur l'analyse
d'échantillons de lait reconstitués a partir de mélanges a différentes
concentrations  (a, 20, 40, 60, 80, 100 %) d'un lait pauvre en bactéries
et d'un lait beaucoup plus riche (3400 et 63000 pour l'essai A, et
25000 et 169000 pour l'essai B), on constate (fig. 5) que la relation
Bacto-Scan-Référence, matérialisée  par les droites de régression,
n'est pas la méme dans les deux essais. En revanche, lorsque les
analyses par la méthode de référence sont effectuées sur des laits
traités a I'Ultra-Turrax, les deux droites des essais A et B deviennent
confondues. Cette expérience illustre bien le rdle prédominant de
la présence d'amas microbiens pour expliquer en partie les diffé-
rences des résultats entre les deux méthodes.

2. Influence de la nature des bactéries

a) Cellules isolées en chaine: des échantillons de lait de faible
teneur en bactéries (inférieures a 50.103 ont ét¢é mélangés avec des
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UF C] mi P. Fluorescens

x 10°

1,28 Hafnia

E.Coli

Lb.Helveticus
St. Thermophilus
St. Lactis

impulsions/mi .10
3 4 5

fig. 6

Relation entre les résultats obtenus par la méthode de référence (U.F.C.jml) et
par le Bacto-Scan (impulsions/ml) pour différentes espéces bactériennes. Les
valeurs de pente sont indiquées pour chaque droite de régression.

Relatianship ~ between (U.P.C./ml) and Bacto-Scan (impulses/ml) results, for dif-
ferent bacterial species. Slape values are mentianned for each regressian line.

doses croissantes de cultures pures de P. fluorescens, Hafnia alvei,
E. coli, Lb. helveticus et Str. lactis de fagcon a obtenir pour chaque
espece bactérienne une série de 6 échantillons de teneur croissante
en bactéries. Deés les inoculations réalisées, les échantillons de lait
étaient analysés avec le Bacto-Scan et par la méthode de référence
sur milieux spécifiques (cf. I1.B.). A souligner que les résultats
donnés par la méthode de référence n'étaient pas modifiés apres
agitation des échantillons & [I'Ultra-Turrax, indiquant I'absence
d'agrégats microbiens dans les échantillons soumis a l'analyse. Cette
absence d'agrégats tient au fait que les cultures ont été réalisées
Sur milieux liquides spécifiques et non sur lait. Les corrélations
entre résultats Bacto-Scan et méthode de référence sont toujours
supérieures a 0,990, et les droites de régression, portées sur la
figure 6 montrent des coefficients de régression trés différents sui-
vant les espéces bactériennes. Pour tenter d'expliquer ces diffé-
rences, Kaereby (1984) a émis I'hypothése que le traitement subi
par les échantillons au cours de l'analyse Bacto-Scan entrainait
non seulement la désagrégation des amas bactériens mais également
la rupture des groupements en chaines des bactéries, avec comme
conséquence des résultats d'autant plus élevés au Bacto-Scan, par
rapport a la méthode de référence que les bactéries se présentent
sous forme de cellules isolées, de paires ou de chaines multicel-
lulaires. Pour vérifier cette hypothése, on peut comparer le facteur
de multiplication théorique du Bacto-Scan, défini a partir des grou-
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pements naturels connus des bactéries, et le facteur de multiplica-
tion expérimental déduit des pentes de la figure 6.

Le tableau 3 indique les formes de groupement sous lesquelles se
présentent les différentes espéces (Bergey, 1974) et les facteurs de
multiplication  théoriques et expérimentaux, sachant que ce facteur
sera égal a 1pour des bactéries se présentant uniquement sous forme
de cellule unique, égal a 2 pour les groupements par paires et supé-
rieur & 2 pour les groupements en chaine. La bonne concordance
observée entre FM théoriques et FM expérimentaux pour toutes les
espéces, sauf pour P. fluorescens, semble confirmer I'hypothese
selon laquelle le Bacto-Scan dénombre bien individuellement chaque
cellule bactérienne. Pour expliquer le faible facteur de multiplication
observé avec P. fluorescens, il faut souligner que les signaux fluo-
rescents fournis par cette bactérie sont tres faibles, a la limite du
seuil de discrimination de l'appareil (fig. 7) et qu'il est vraisemblable
gu'une partie des bactéries n'est pas comptée par le Bacto-Scan,

b) Traitement thermique: I'analyse au Bacto-Scan des cultures
pures des différentes souches avant et aprés un traitement ther-
mique la min a 100°C destiné a tuer les bactéries a donné des
résultats  trés voisins pour les bactéries Gram =+, en revanche le
Bacto-Scan ne compte pas ou peu les bactéries Gram - tuées par
la chaleur. Ce résultat est a rapprocher des observations faites par
Hunter et Mc Corquodale(1983) dans l'étude de la méthode DEFT,
qui ont montré que les bactéries Gram =+ (Staph. aureus et St. lactis)
fixaient toujours [l'acridine orange aprés traitement thermique.

c) Croissance des bactéries sur milieux non spécifiques : pour
compléter la liste des causes possibles de différence entre Bacto-
Scan et méthode de référence, il faut signaler que les différentes

espéces bactériennes, donnant des signaux fluorescents trés nets au
Bacto-Scan, ne poussent pas de fagon identique dans les conditions
de culture utilisées par la méthode référence. On sait par exemple
que St. thermophilus ne pousse pas ou tres mal sur milieu
PCA et que les streptocoques lactiques mésophiles donnent des
résultats nettement inférieurs a ceux qui sont obtenus sur milieu
M17 favorable a leur développement.

IV. APPLICATION: CLASSEMENT DES LAITS

Le Bacto-Scan est un appareil qui a été spécialement congu
pour étre utilisé dans le cadre du paiement du lait en fonction de
sa qualité bactériologique. Ce paiement s'effectue suivant une nota-
tion définie par classe de qualité : inférieure & 100000, de 100 a
500000 et supérieure a 500000 UFC/ml.



Détermination  des facteurs

Determination  of the Bacto-Scan multiplication

Espéces - Species

St. lactis

St. thermophilus
Lb. helveticus
E. coli

Hajnia alvei

P. fluorescens

TABLEAU 3 - TABLE 3

de multiplication du Bacto-Scan pour des cultures pures de différentes especes bactériennes
(voir texte)

Impulsions/ml  Bacto-Scan
Facteur de multiplication =

UFC/ml

factor for pure cultures of various species of bacteria (see document)

o Bacto-Scan  impulses/ml
Multiplication  [actor e: -
CFU/ml

Facteur de multiplication du Bacto-Scan

Multiplication  factor of the Bacto-Scan
Groupement  naturel

Natural polimenic form ari
Attendu - Expected Expérimental  (I/pente)

. Experimental  (1/slope)

paire ou chaine - pair or chain >2 2,5
paire ou chaine - pair or chain >2 24
isolée ou chaine - single or chain >15 1,9
isolée ou paire - single or pair 1,0> > 15 14

indéterminée - undetermined 1,0

isolée ou paire - single or pair 1,0> > 1,5 0,8
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GV
B®)
©
fig. 7
le Bacto-Scan  des signaux fluorescents fournis par Lb.

Images donnees par
helveticus  (a), St. lactis (B) et P. fluorescens (C).

Eacto-Scan  display of fluorescent signais produced by Lb. helveticus (A), St
lactis (E) and P. flucrescens  (C).
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Si l'appareil est correctement calibré et si la distribution des
points autour de la droite de régression est normale, la répartition
du nombre d'échantillons par classe doit étre identique, quelle que
soit la méthode utilisée. Mais une telle comparaison n'indique pas
si ce sont toujours les mémes échantillons qui se trouvent dans
une classe donnée. Pour évaluer les -conséquences de l'utilisation
du Bacto-Scan au niveau de chaque échantillon, il faut déterminer
le nombre d'échantillons qui changent de note lorsque Il'analyse est
faite par le Bacto-Scan a la place de la méthode de-référence.

Théoriquement, il est possible de calculer le pourcentage de
laits qui seront notés de fagon incorrecte. Supposons une méthode
indirecte d'analyse dont la précision d'estimation est syx Si nous
tracons les deux droites situées a + 2syx autour de la droite de
régression (fig. 8), on détermine wune aire a l'intérieur de laquelle
se trouvent théoriquement 95 % des échantillons examinés. De plus,
si on trace autour du seuil S délimitant les zones de notation 3
et 2, deux droites horizontales situées l'une & S + 2 s-x et l'autre
aS- 2sy, on délimite ainsi un parallélépipede a l'intérieur duquel

Réference

S+ 2S5y x

Seuil

] tS Meth e indire t,
note 3 note 2
KT [ J
fig. 8
Régression des résultats d'une méthode référence sur ceux d'une méthode indi-

recteet limites de confiance approchées (95%) des valeurs individuelles.
S : Seuil de classement des laits,

Regression of reference method on indirect method and approximate 95 % confi-
dence belts for individual data.
S : Threshold value for milk grading.
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TABLEAU 4 - TABLE 4

Comparaison des notations Bacto-Scan par rapport aux notations
données par la méthode de référence

Bacta-Scan vs. Reference grading of milk samples

Notation des laits par Bacto-Scan Nombre Pourcentage

Bacto-Scan. grading of milk Number percent

Notation identique

187 799 %
ldentical grade
Sous-classés, passant des notes :
Downgraded, changing [rom grade
[ t 2 9 %,9 \12,8 %
P R— t 1 8 4
3-—--- t 1 0

_____ 3 19
— t 2 1 Q%‘ 7.3 %

il existe un risque de donner une note fausse aux laits analysés.
Les parties hachurées indiquent les points qui recevront une notation

fausse (note 2 au lieu de 3, et note 3 au lieu de 2). La surface de
ces deux triangles correspond a 25 % de la surface du parallélépipede.

Pour un appareil ayant une précision de = 2 s,,x,25% au plus des
laits compris entre S + 2 sy< recevront une note fausse. Sachant que
dans notre étude 126 échantillons se trouvent entre 26.103 et 380.103
UFC/ml, wvaleurs qui correspondent aux limites de [lintervalle de
dispersion 100.103% 2 s < (cf. tab. 2), le nombre théorique d'échan-
tillons mal classés devrait étre de 126 X 25/100 = 31. En fait, la
comparaison  des notations en fonction de la méthode utilisée
montre que pour le seuil de 100.103 UFC/ml, 19 + 9 = 28 échantillons

seraient mal classés (tab. 4). Ce résultat est trés proche de la valeur
théoriqgue de 31. Le méme raisonnement, appliqué au seuil de 500.103
donne 19 échantillons mal classés pour une valeur théorique de 22.
En définitive pour I'ensemble des 234 échantillons analysés, 79,9 %
sont notés de facon identique par la méthode de référence et le

Bacto-Scan, 7,3% sont sous-classés et 12,8% sont surclassés par
le Bacto-Scan.
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L'inégale répartition des points autour de la droite de régression,
mentionnée au paragraphe 111.B.3. explique cette différence entre
la proportion de laits sous-classés et celle des laits surclassés. Bien
que les échantillons de lait n'aient pas été analysés par la méthode
Thompson, on peut, en suivant la méme démarche, estimer la pro-
portion d'échantillons  qui seraient mal classés par cette méthode.
En admettant pour la méthode Thompson un écart-type de précision
d'estimation de 0,18 (Guerry, 1984), on obtient pour les seuils de
100.10% et 500.108 UFC/ml, respectivement des limites d'intervalle
statistique de dispersion de 44.103 et 230.103 pour le premier seuil
et 218.10° et 1,1.10% pour le second (P = 0,95), a l'intérieur desquels
On compte 92 et 56 échantillons. Théoriquement, 25 % des échan-
tillons de chacune de ces deux' popula tions soit 23 et 14 échantillons
seraient notés difféeremment par la méthode Thompson et la méthode
de référence contre 31 et 22 pour le Bacto-Scan.

V. CONCLUSION

Afin de répondre au mieux aux objectifs de l'automatisation
des méthodes d'analyses (Grappin, 1980) par diminution du codt
unitaire, amélioration des conditions de travail, amélioration de la
fidélit¢ des mesures et rapidité de réponse, la voie la plus souvent
explorée pour automatiser les méthodes de numération des bactéries
du lait a consisté a utiliser des techniques indirectes de mesure
physico-chimiques, soit basées sur le do.sage des produits de dégra-
dation des éléments du lait liés a l'activité bactérienne (ammoniaque,
pyruvate), ou de composés cellulaires (ATP par bioluminescence),
soit en utilisant des techniques immunologiques, pour ne citer que
les méthodes dites ({rapides », Mais le fait d'utiliser un principe
de mesure différent de celui de la méthode de référence entraine
obligatoirement une certaine incertitude dans Il'estimation des
valeurs vraies représentées conventionnellement par les résultats de
la méthode de référence (Grappin, 1976).

Pour limiter ces différences et répondre au mieux aux objectifs
de l'automatisation, le constructeur a réalisé avec le Bacto-Scan
un appareil dont le principe est le plus proche possible de celui
de la méthode de référence de numération des germes aérobies
mésophiles, puisque dans un cas il y a une numération directe des
cellules bactériennes et dans l'autre une numération effectuée apres
croissance des bactéries de facon a former des colonies visibles a
I'eil nu ou a la loupe. Confirmant dautres travaux (Kilwein et
Daun, 1981; Winterer et Griber, 1983; Saarinen, 1984) nos résultats
(cf. fig. 3) montrent qu'il existe au niveau des laits de troupeau
une bonne corrélation entre les résultats Bacto-Scan et ceux de la
méthode de référence. Soulignons qu'il faut d'une maniére générale
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étre prudent quand on juge une méthode d'analyse par rapport
a une autre méthode choisie comme référence, notamment lorsque
cette derniére souffre de nombreuses imperfections, comme cela a
été largement démontré pour la méthode de numération des germes
totaux qui est influencée par [l'agitation, le diluant, le milieu de
culture et le couple temps-température d'incubation (Wilson, 1935;
Huntanen, 1970, 1972, 1975, 1976; Fryer, 1982). Néanmoins, méme
si la méthode de référence ne donne pas obligatoirement une image
exacte de la valeur vraie du nombre de bactéries présentes dans
Un lait il a été clairement démontré au cours des décennies passées
que cette technique reflétait trées bien les conditions d'hygiéene dans
lesquelles un lait avait été récolté et conservé avant l'analyse. Il
est par conséquent extremement important, dans le cadre de la
réglementation sur le paiement du lait, d'obtenir une corrélation
suffisante entre méthode indirecte et méthode de référence, et si
possible de connaitre aussi les causes des différences entre les deux
méthodes avant de préconiser l'utilisation de la méthode indirecte
pour juger la qualité bactériologique du lait.

Il est vraisemblable que la différence du degré de dispersion
des cellules bactériennes dans le lait et dans la solution de comptage
du Bacto-Scan, et le faible niveau des signaux fluorescents produits
par certaines especes bactériennes représentent les sources prin-
cipales des écarts entre le Bacto-Scan et la méthode de référence.
En revanche, la présence de bactéries tuées pouvant étre comptées
par le Bacto-Scan ou la difficulté de faire crofitre certaines espeéces
sur le milieu PCA, ne doivent pas étre des sources d'erreurs impor-
tantes entre les deux méthodes lorsqu'elles sont appliquées a l'ana-
lyse du lait cru.

Parmi les avantages de l'automatisation, celui de donner des
méthodes d'analyse plus répétables et plus reproductibles est un
atout important, en particulier lorsque ces méthodes sont utilisées
dans un cadre réglementaire. Nos résultats ont montré que la répé-
tabilitt du Bacto-Scan était environ deux fois meilleure que celle
de la méthode de référence, et on peut penser qu'en utilisant un
systeme de calibrage approprié transférable a tous les appareils,
il soit possible d'obtenir également une meilleure reproductibilité.
Toutefois, avant qu'un tel systeme soit mis au point et testé, il
semble que la standardisation des appareils représente encore un
probléme pratique important (Suhren, 1985).

Une caractéristique analytique importante des méthodes indi-
rectes de numération des bactéries du lait concerne le seuil de
détection ou de détermination qui est souvent supérieur & 100 ou
500.103 UFCjml. Cette étude a montré que le Bacto-Scan avait un
seuil de détection du nombre de bactéries voisin de 30.10° UFCjml
avec des limites de confiance a 95% de 8.103 et 110.103. Il faut
souligner que dans notre étude une grande partie des laits ayant



146 LELAIT/ JUILLET-DECEMBRE5 / N° 649-650

moins de 30000 UFC/ml provenaient de laits individuels ou de
lait « épuré » par crémage, dont la flore n'était peut-étre pas repré-
sentative de la flore normale des laits de troupeaux. Une étude
portant sur un grand nombre de laits de troupeaux ayant des
teneurs en bactéries comprises entre 1000 et 50000 UFC/ml per-
mettrait de mieux préciser le niveau du seuil de détection du
Bacto-Scan.

Afin de déterminer si le Bacto-Scan est susceptible de pouvoir
étre utilisé en France dans le cadre du paiement du lait en fonction
de sa qualité bactériologique, il faut que la profession laitiere et
I'administration  déterminent si les caractéristiques  analytiques de
I'appareil telles que nous avons pu les déterminer sont acceptables
et si I'emploi de cet appareil représente, sur le plan technique et
économique, un progrés par rapport aux techniques actuelles.
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