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Evolution et détermination de la flore bactérienne
d'un lait cru réfrigeré paucimicrobien

en fonction du temps

par

R. BLOQUEL et L. VEILLET-PONCET*

INTRODUCTION

Le but essentiel visé par le refroidissement du lait cru a la ferme

est de préserver ses propriétés originelles jusqu'au moment de son
traitement.

Cependant la durée de stockage acceptable dépend du degré de
contamination du lait et elle est en particulier limitée par la crois-
sance d'organismes psychrotrophes, capables de se multiplier active-
ment aux températures de réfrigération.

Apres avoir étudié I'évolution quantitative des flores aérobies,
mésophile et psychrotrophe, d'un lait cru réfrigéré peu contaminé,
conservé a 4° C pendant 4 j [2], nous nous proposons de déterminer
si, dans ces conditions, le stockage du lait peut ou non étre a l'origine
d'une sélection microbienne et, par la méme, d'une modification de
la nature et de I'équilibre de la microflore de ce lait cru.

METHODOLOGIE

1. Isolement de la flore bactérienne dominante

Les colonies représentatives de la flore bactérienne dominante
mésophile et psychrotrophe sont isolées selon les techniques clas-
siques, a partir de quinze échantillons de lait cru réfrigéré a 4° Caux
stades J (20 h) et J + 4 (96 h). Une fois la pureté des clones vérifiée,
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ces derniers, cultivés sur milieu nutritif gélosé incliné, sont conservés
a 4° C jusqu'a leur identification [1].

2. ldentification des clones

A partir d'une culture de 24 h sur milieu gélosé nutritif, les tests
suivants sont effectués : la coloration de Gram qui permet aussi
I'observation de la morphologie cellulaire, la recherche de la catalase,
de lI'oxydase [40], de la cytochrome-oxydase [21], de la production ou
non de pigments diffusibles ou non.

Les identifications sont effectuées en se référant au « Bergey's
Manual }Jde 1974 [16] et en utilisant conjointement les monographies
proposées par différents auteurs et nos propres schémas de déter-
mination [1].

2.1. LES BACTERIES GRAM POSITIVES

¢ Micrococcaceae

L'étude du type respiratoire, le mode de dégradation du glucose
[3, 2] et I'étude de l'arginine décarboxylase [57] nous permettent de
différencier les genres: Micrococcus et Staphylococcus.

Les sous-groupes des deux genres sont respectivement identifiés
selon les critéres retenus par Baird-Parker [4].

« Bacillaceae

La forme et la position de la spore colorée selon la méthode de
Wirtz permet de distinguer trois groupes. Le type respiratoire est
défini sur milieu viande levure.

Les especes du genre Bacillus sont identifiées en faisant référence
aux travaux de Knight et Proom [38], Wolf et Barker [86], Lemille [43]
et de Barjac et al. [17].

2.2. LES BACTERIES GRAM NEGATIVES

L'identification est essentiellement fondée sur la morphologie
cellulaire, la réponse au test de l'oxydase, I'étude du systéme ciliaire,
la présence de pigments ; le mode de dégradation du glucose sur
milieu de Hugh et Leifson [30] permet de distinguer les bactéries de
type fermentant, oxydant inerte et alcalinisant.

En dehors de ces critéres, notre schéma d'identification tient
compte des travaux de Shewan [69], Hendrie [28], Pickett [58], King
[35] et Blazevic [8] en ce domaine.

2.2.1. LES BACTERIES FERMENTANTES

* Vibrionaceae

Le genre Aeromonas isolé est identifié en faisant référence aux
travaux de Schubert [62], Veillet-Poncet [82] et Popoff [59.].
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« Enterobacteriaceae

Les espéces sont différenciées selon Edwards et Ewing [20] et
Le Minor [45]. L'aspect du milieu de Kliger, la recherche de la ~galac-
tosidase [44], la réponse aux tests LM.V.Le., I'étude des fermentations
sucrées, de la mobilité, I'nydrolyse de la gélatine et la recherche d'une
désoxyribonucléase [7] permettent d'identifier les souches isolées.

2.2.2. LES BACTERIES OXYDANTES

e Les bactéries fluorescentes

La production de pyoverdine, pigment fluorescent vert, diffusible,
est recherchée sur milieu B de King [83, 72].

L'identification, fondée sur les travaux de Shewan et al. [66],
Stanier [70], Sutter [72], tient compte de la nomenclature de la 8¢ éd.
du' manuel de' Bergey [16] et repose aussi sur nos propres inves-
tigations [1].

e Les bactéries non fluorescentes

L'absence de production de pyoverdine est vérifiée selon les
recommandations de Veron [83] et Sutter [72]. Les caractéres retenus
pour l'identification sont ceux préconisés par le manuel de Bergey [16],
par Seleen [66], Stanier [70] et Sutter [72].

2.2.3. LES BACTERIES INERTES

Les bactéries inertes sur milieu de Hugh et Leifson glucosé sont
identifiées en fonction des caractéristiques suivantes : croissance
ou non a 41° C, dénitrification ou non, action sur le lait tournesolé,
présence ou absence d'amylase, de gélatinase, de lécithinase d'arginine-
dihydrolase [81] et selon les criteres établis par Stanier [70], Gilardi
[23,25,26], Juffs [34] et le manuel de Bergey [16].

2.2.4. LES BACTERIES ALCALINISANTES

Leur identification est fondée sur les caracteres retenus pour
I'identification des bactéries inertes et sur I'épreuve de sensibilité a la
pénicilline G & 2,5 unités. Achromobacter est identifié par référence
aux travaux de Buttiaux [13, 15], Baumann [5], Shewan [68], Stenzel
[71], Gilardi [23,24] et Henriksen [29].

RESULTATS ET DISCUSSION

Le lait cru étudié présente au stade J une flore aérobie mésophile
de 1.104 bactéries par ml et une flore psychrotrophe de 5.102 par ml
et au stade J + 4, aprés stockage a 4° C, ces flores sont respectivement
de 1,5.104 par ml et de 4.103 par ml [2].
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TABLEAU 1

Répartition des flores bactériennes dominantes en fonction de la coloration
de Gram et de la durée de réfrigération du lait a +4°C

Flore mésophile Flore psychrotrophe .

(30°C -72h) (7°C - 10j)
Total
Stade Stade Stade Stade
0] (Ir+4 0] ()
Bactéries Gram positives 139 85 56 19 299
Bactéries Gram négatives 30 65 79 143 317
Total 169 150 135 162 616
TABLEAU 2

Répartition des bactéries Gram négatives selon leur réponse au milieu
de Hugh et Leifson glucosé et au test de lI'oxydase

Bactéries Bactéries Bactéries Bactéries
fermentantes oxydantes inertes alcalinisantes
Flore
Gram négative Total
oxydase oxydase oxydase oxydase
+ - + - + . -
Mésophile 2 20 47 0 1 0 15 0 95
Psychrotrophe 2 28 160 0 8 0 24 0 222
Totale 4 48 207 0 19 0 39 0 317

1. Répartition des souches bactériennes

Compte tenu de la durée de réfrigération a 4- C, le tableau 1 rend
compte de la répartition des flores bactériennes mésophile (30° C -
72 h) et psychrotrophe (72 C - 10 j) dominantes en fonction de la
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coloration de Gram et, le tableau 2 renseigne sur la fréquence des
bactéries Gram négatives mésophiles et psychrotrophes en fonction
de leur comportement sur milieu de Hugh et Leifson glucosé et de
leur réponse au test de l'oxydase.

2. Evolution de la flore bactérienne au cours de la réfrigération

Nous venons de voir qu'en nombre la flore aérobie mésophile ne
varie pas de maniere significative (1.104ml au stade J et 1,5.10%a
J + 4), ce qui n'est pas le cas pour la flore aérobie psychrotrophe.

On peut alors se poser la question de savoir si, au cours de la
réfrigération, les espéces bactériennes dominantes sont les mémes
qu'a l'origine: le tableau 3 ci-dessous en donne la réponse.

2.1. FLORE AEROBIE MESOPHILE

A la lecture du tableau 3, nous observons qu'au cours de 96 h
de réfrigération a 4°C, la flore mésophile initialement constituée par
82p. 100 de bactéries Gram positives et par 17,6p. 100 de bactéries
Gram négatives présente une diminution dans la proportion des espé-
ces Gram positives et une augmentation des espéces Gram négatives
lesquelles représentent  respectivement 56,5p. 100 et 43 p. 100.

En ce qui concerne les especes bactériennes isolées, les Micro-
coccaceae qui a l'origine représentaient 71,5p. 100 de la flore aérobie
mésophile ne sont présentes que pour environ 51p. 100 apres 96 h de
réfrigération & 4° C. Nous identifions Micrococcus avec les espéces
M. luteus, M. Varians classées dans les sous-groupes 7 et 5 de Baird
Parker [4, 16] ; Staphylococcus avec les espéces S. epidermidis  (sous-
groupe lllet 1l) 'et S. aureus.

Les Bacillaceae identifiées, B. licheniiprmis et B. subtilis repré-
sentent 10,6p. 100 de la flore aérobie mésophile initiale et environ
5p. 100 seulement aprés une durée de réfrigération de 4 j. Ces deux
espéces de Bacillus sont celles qui, le plus souvent, sont identifiées a
partir des laits crus réfrigérés étudiés [6, 48, 84, 67].

Parmi la flore bactérienne Gram négative dominante, nous iden-
tifions initialement (stade J) 11p. 100 de Pseudomonas non fluores-
cents représentés par les espéces P. alcaligenes et P. pseudomallei,
environ 5p. 100 d'Enterobacteriaceae avec E. coli, E. hafniae, E. agglo-
merans, S. liquefaciens et Aeromonas hydrophila (1 p. 100).

Au cours des 96 h de réfrigération a 4° C, nous observons contrai-
rement a ce qui se passe pour la flore Gram positive, une augmentation
de la proportion des espéces Gram négatives caractérisées essentiel-
lement par des Pseudomonas fluorescents [16, 70] et représentées par
P. putida et P. fluorescens biotype 1 et M ; de plus, comme Buttiaux
[14], Milliére [50], Pickett [58], Stanier [70], et VVéran [83], nous iden-
tifions des especes non pigmentées désignées par le terme ({P. fluores-
cens apigmenté »,
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TABLEAU 3
Evolution  des flores bactériennes aérobies  mésophile et psychrotrophe,
au cours de 96 h de réfrigération du lait cru a4°C
(résultats donnés en p. 100)
. Flore  mésophile Flore  psychrotrophe
~d 000 R X
rigem asc (30° C - 72 h) (7°C-10})
Genres et ~ Stade Stade Stade Stade
espéces  bactériennes ) 3 +9 (@)  +4
Bactéries  Gram + 82 56,5 41,4 11,6
Micrococcus (sg 5 et 7) 325 193 32,6 8,6
Sta. aureus 29 16,6 0 0
Sta. epidermidis (sg Il et 1) 10 15,3 74 24
Bacillus (lichenijormis subtilis) 10,6 53 1,4 0,6
Bactéries ~ Gram - 17,6 43 58,3 88,1
P. pseudomallei 41 26 52 0,6
P. alcaligenes 7.1 13 0,7 0,6
P. fluorescents: P. putida 0 18,61 20,71 59,21
P. fluorescens (Bl et BM) [31,2 130,3 ,4
P. fluorescents apigmentés 0 12,6J 9,6J 14,2
P. fluorescens (Bl et BM)
Achromobacter 0 0,6 13,3 24
Aeromonas hydrophila 1,1 0 14 0
E. coli, Ent. hainiae
Ent. agglo, S. liquejaciens 53 73 74 1.1
2.2 FLORE AEROBIE PSYCHROTROPHE
Les résultats mentionnés dans le tableau 3 nous permettent

la flore psychrotrophe initialement constituée de
41,4p. 100 de bactéries Gram positives et de 58,3p. 100 de bactéries
Gram négatives présente, a l'issue de 96 h de réfrigération a 4° C, une
augmentation considérable de la proportion des espéces Gram néga-

d'observer que
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tives, lesquelles constituent 88,1p. 100 de la flore psychrotrophe dans
ces conditions.

Parmi les espéces bactériennes déterminées, il importe de préciser
que S. aureus, présent dans les échantillons de lait, n'est pas identifié
a 7° C; ceci étant vraisemblablement lié, comme I'ont montré plusieurs
auteurs [22, 31, 61.] aux conditions de développement a basse tempé-
rature, particulierement défavorables aux especes mésophiles.

La proportion de 32,6p. 100de Micrococcus identifiée dans la flore
psychrotrophe initiale (stade J) est caractérisée par l'espéce M. varians.
L'importance de la proportion de Micrococcus isolé a partir de notre
étude comme & partir de celles effectuées par Bockelmann [11],
Brandl [12], Kleter [38], Ogawa [53] et Ostenhajmer [56] montre
gue Micrococcus — constitue une partie importante de la flore psychro-
trophe des laits paucimicrobiens.

Aprés 96 h de réfrigération a 4°C (J + 4), la flore psychrotrophe
ne renferme que 11,6p. 100 de bactéries Gram positives représentées
par 8,6p. 100 de Micrococci, 2,4p. 100 de S. epidermidis et 0,6p. 100
de B. lichenijormis.

La variation significative en nombre de la flore aérobie psychro-
trophe (5,102/ml au stade J et 4,103/ml & J + 4) semble étroitement
liée a l'augmentation de proportion des bactéries Gram négatives iden-
tifiées qui, de 58,3p. 100 (stade J) représentent a elles seules, a l'issue
de 96 h de réfrigération a 4° C, 88,1p. 100de la flore psychrotrophe.

Les résultats obtenus a partir de ce lait paucimicrobien nous
permettent de déduire que l'action du froid se traduit par une sélec-
tion entrainant un profond déséquilibre de la flore bactérienne. Cette
sélection favorise ainsi la multiplication des espéces psychrotrophes
Gram négatives, initialement peu nombreuses dans le lait et, défa-
vorise les especes mésophiles Gram positives.

Le genre Pseudomonas identifié représente a lui seul 74,6p. 100 de
la flore psychrotrophe au stade J + 4. Les 59,2p. 100d'especes fluores-
centes déterminées sont représentées par P. putida (9,2p. 100), P.
[luorescens  biotype I (45p. 100) et P. [luorescens biotype M (5p. 100).

A partir de nos échantillons de lait cru et des résultats obtenus
par Juffs [34], Bockelmann [10], Nakae [51], Witter [85] et Thomas
[79,80], les Pseudomonas élaborant un pigment vert fluorescent repré-
sentent les espéces dominantes de la flore psychrotrophe des laits réfri-
gérés. Ainsi, nous observons une similitude entre la proportion des
Pseudomonas  fluorescents identifiés a partir de notre lait paucimicro-
bien et les résultats compris entre 46 et 50p. 100 obtenus par Boekel-
mann [10], Dempster [18] et Nakanishi [52]. D'aprés certains auteurs,
la proportion de ces espéces élaborant un pigment fluorescent peut
représenter 50 a 60p. 100 [51, 54, 63] et parfois environ 80p. 100 [36,
49] de la flore psychrotrophe.

A l'issue de la réfrigération, parmi les 11,1p. 100 d'Enterobacte-
riaceae isolées, nous identifions Enterobacter hafniae et Serratia lique-
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faciens. D'une maniére analogue, Enterobacter [3, 64, 27.] et Serratia
[74, 76, 78] sont le plus souvent identifiés par les auteurs et repré-
sentent en moyenne 4 a 20 p. 100 de la flore psychrotrophe dominante
des laits réfrigérés [9, 18,75,77,47,33,52,46,64].

La proportion de 2,4p. 100 concernant Achromobacter  sp. identifié
dans la flore psychrotrophe a ce stade (J + 4) est faible dans nos
échantillons, comparativement  aux résultats voisins de 11,5p. 100,
28 p. 100,45 p. 100et 58 p. 100 rapportés respectivement par Kleter [38],
Nakae [51], Sekar [65] et Thomas [77].

CONCLUSION

A l'origine, nous constatons que la flore bactériene de lait pauci-
microbien appartient en grande partie au groupe des bactéries Gram
positives  (71,5p. 100) de la famille des Micrococcaceae. La réfri-
gération du lait a 4° C pendant 4 j entraine une modification impor-
tante dans la composition de la flore bactérienne originelle. En effet,
au cours du stockage du lait & 4° C, nous voyons diminuer la propor-
tion des especes mésophiles Gram positives et augmenter de fagon
significative la flore psychrotrophe Gram négative appartenant pour
73 p. 100 au genre Pseudomonas. Les espéces les plus fréguemment
identifiées sont P. fluorescens biotypes 1let M et P. putida. La propor-
tion de ces bactéries dans le lait réfrigéré dépend de la température
et de la durée de réfrigération, du degré de contamination initiale et de
la nature des espéces bactériennes a l'origine.

Nous pouvons conclure que dans le cas de laits paucimicrobiens
conservés entre 4°C et 7°C pendant 3 a 4 j et dont la contamination
initiale est inférieure ou égale a 10¢par ml, 16p. 100 [1,60] de la flore
mésophile est constituée de bactéries psychrotrophes. Par contre, si
a l'origine le dénombrement se situe entre 104et 10¢par ml, les auteurs
signalent que cette proportion peut varier de 40p. 100 [73] a 75p. 100
[42]. Dans ces conditions, aux températures de réfrigération habi-
tuelles, les bactéries psychrotrophes thermolabiles en général, sont
capables d'élaborer lipases [1] et protéases [50] suffisamment ther-
morésistantes  qui peuvent contribuer de fagcon non négligeable a
l'altération des laits réfrigérés fortement contaminés [19, 41].

Quoi qu'il en soit, que le lait soit a l'origine paucirnicrobien [1]
ou fortement contaminé [36, 42, 49, 54, 64], les espéces psychro-
trophes dominantes identifiées sont les Pseudomonas et plus parti-
culierement P. fluorescens.

Résumé

A lorigine, la flore bactérienne d'un lait cru paucimicrobien est
composée de 71,5p. 100 de Micrococcaceae.  Aprés stockage a 4° C pen-
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dant 4 j, il s'ensuit une sélection bactérienne qui favorise la proli-
fération notable des bactéries psychrotrophes Gram négatives initiale-
ment présentes en petit nombre dans le lait.

Les Pseudo manas fluorescents représentent quant a eux respec-
tivement 31p. 100 et 73,4p. 100 des flores aérobies mésophile et psy-
chrotrophe a l'issue de sa conservation pendant 4j a 4°C.

Summary

EVOLUTION AND DETERMINATION OF THE BACTERIAL FLORA
OF A GRADE A REFRIGERATED RAW MILK DURING STORAGE

At the beginning, Micrococcaceae constitue 71,5p. 100 of a grade A
milk bacterial flora. Sorne proliferation of originally few gram negativs
psychrotrophic  bacteria seems to be induced after storage of milk at
4° C during 4 days. Under these conditions, fluorescent Pseuaomonas
represent 31p. 100 of the mesophilic bacterial flora and 73,4p. 100 of

the psychrotrophic bacterial flora.
Regu pour publication en juin 1980.
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