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Justesse de la technique des films secs
réhydratables (Petrifilm SM et VRS)
pour la numération des flores totale,
psychrotrophe et coliforme du lait cru a l'usine

C Piton, D Rongvaux-Gaida

INRA, station de recherches en technologie et analyses laitieres, BP 89, 39800 Poligny, France

(Recu le 29 janvier 1990; accepté le 15 mars 1990)

Résumé - Cent quarante échantillons de lait cru de citernes de ramassage de 4 entreprises lai-
tieres contenant entre 104 et 6,6 x 107 UFC/ml ont été soumis a la numération de la flore totale sur
Petrifilm SM a 30 oC, des bactéries coliformes sur Petrifilm VRB a 30 "O et de la flore psychrotrophe

sur Petrifilm SM aprés 48 h d'incubation a 21°C (technique modifiée d'Oliveria et Parmelee). Ces 3
groupes microbiens ont également été dénombrés selon les techniques de référence a laide de
'ensemenceur Spiral. Pour la flore totale, I'équation de la régression Référence sur Petrifilm est log
(Réf) = 0,991 x log (Petrifim) + 0,021, avec un coefficient de corrélation de 0,985 et un écart type
résiduel de 0,128 log (UFC/ml); la pente et l'ordonnée a l'origine de la droite ne sont pas significa-
tivement différentes respectivement de 1,000 et de 0,000 au seuil de 5%. Pour les bactéries coli-
formes, I'équation de la régression est log (Réf) = 0,891 log (Petrifim) + 0,471, avec un coefficient
de corrélation de 0,934 et un écart type résiduel de 0,250 log (UFC/ml); la pente et l'ordonnée a
l'origine de la droite sont significativement différentes respectivement de 1,000 et de 0,000 au seuil
de 1% et le Petriflm VRB sous-estime les nombres de bactéries coliformes en moyenne de 37,2%.
Enfin, pour la flore psychrotrophe, [I'équation de la régression Référence 7 °C-10 j sur Petrifim SM
21 °C-48 h est log (Ref) =1,029 x log (Petrifilm) - 0,258, avec un coefficient de corrélation de 0,985
et un écart type résiduel de 0,145 log (UFC/ml); la pente n'est pas significativement différente de
1,000 au seuil de 5% mais les nombres d'UFC/ml obtenus sur Petriflm sont en moyenne supérieurs

de 26% aux nombres de bactéries psychrotrophes obtenus selon la technique de référence. La jus-
tesse de cette méthode rapide de numération de la flore psychrotrophe sur Petrifilm semble influen-
cée par la nature de la flore microbienne du lait.

film sec réhydratable / Petrifilm / flore totale / flore psychrotrophe / coliforme / lait cru

Summary -  Accuracy of the dry rehydratable film methods (Petrifim SM and VRS) for the
enumeration of total, psychrotrophic and coliform bacteria in raw milk at the dairy plant. One
hundred and forty bulked tanker milk samples ranging between 104 and 6.6-107 CFUIml were sub-
mitted to the enumeration of total flora on Petriflm SM at 30 "C, coliform bacteria on Petrifim VRB at
30 oCand psychrotrophic flora on Petrifilm SM after 48 h of incubation at 21°C. They were also ana-
lysed according to the reference techniques using the spiral plate maker. For total flora, the equation
of the regression line Reference on Petrifim is: log (Ref) = 0:991 x log (Petrifilm) + 0.021, with a cor-
relation coefficient of 0.985 and a residual standard deviation of 0.128 log (CFUImI); the slope and
the intercept of the regression line do not differ significantly from 1.000 and 0.000 respectively at the
5% level. For coliform bacteria, the equation of the regression line is: log (Ref) = 0.891 x log (Petri-
film) + 0.471, with a correlation coefficient of 0.934 and a residual standard deviation of 0.250 log
(CFUImI); the slope and the intercept of the line differ respectively from 1.000 and 0.000 at the 1%
level and the Petrifilm counts are significantly lower than the reference counts by 37.2% on average.
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For the psychrotrophic

flora, the equation of the regression

line Reference 7 0C- 10 d on Petrifim

21°C - 48 his :log (Ref) = 1.029 log (Petriflm) - 0.258, with a coefficient of correlation of 0.985 and

a residual standard deviation of 0.145 log (CFUIml);

the slope of the regression line does not differ si-

gnificantly from 1.000 at the 5% level but the Petriflm counts are significantly higher than the refe-

rence counts by 26% on average. The accuracy of this rapid method for the enumeration

of the psy-

chrotrophic  flora seems to be influenced by the nature of the milk microbial flora.

dry rehydratable

INTRODUCTION

Depuis quelques années, la technique des
films secs réhydratables (Petrifiilm SM et
VRB; marque déposée 3M Biomédical)
s'est développée pour remplacer les tech-
niques de référence, respectivement pour
le dénombrement de la flore totale et des
bactéries coliformes dans les produits ali-
mentaires. Le Petrifilm est constitué d'un
double film enduit de produit déshydratés:
le film inférieur sert de support au milieu
de culture (PCA ou VRBA) et a un agent
gélifiant soluble dans l'eau froide, tandis
que le'film supérieur est enduit de l'agent
gélifiant, et d'un indicateur au tétrazolium
qui donne une coloration rouge aux colo-
nies. Dans le cas du Petrifiim VRB, la fer-
mentation du lactose par les coliformes
s'accompagne d'une production de gaz :
ce gaz est piégé par le film supérieur et
s'accumule autour des colonies, ce qui
permet de les différencier de celles des
autres micro-organismes a Gram négatif.

La technique du film sec réhydratable
présente de nombreux avantages : gain
de temps (pas de préparation de milieux),
faible encombrement et facilité de stoc-
kage. D'autre part, pour le lait cru, sa fidéli-
té est désormais bien établie, & la fois
pour la numération de la flore totale et
celle des bactéries coliformes (Ginn et al,
1986; Piton et Grappin, 1990). Ainsi, Piton
et Grappin (1990) ont pu montrer que ses
caractéristiques de répétabilité et de re-
productibilité sont équivalentes, voire

film method / Petrifilm / total flora / psychrotrophic

flora / coliform 1raw milk

meilleures dans le cas de la numération
des coliformes, que celles des techniques
de référence.

De nombreux travaux ont déja claire-
ment démontré que cette technique pré-
sente également une relation étroite avec
les méthodes de référence, avec cepen-
dant une sous-estimation du nombre de
colonies pour la flore totale (tableaux ! et
I). Les coefficients de corrélation avec la
technique de référence sont supérieurs a
0,95 dans le cas du Petrifilm SM ou a 0,93
dans le cas du Petrifilm VRB. Mais le plus
souvent, les auteurs ne précisent pas l'en-
semble des paramétres de la justesse
(précision d'estimation et exactitude de ca-
librage); or, la valeur du coefficient de cor-
rélation est largement influencée par I'éten-
due des niveaux de contamination des
échantillons analysés.

Par ailleurs, Bishop et Juan (1988) ont
tenté d'appliquer au Petrifilm SM la techni-
gue de dénombrement de la flore psychro-
trophe décrite par Oliveria et Parmelee
(1976) : celle-ci consiste en une numéra-
tion des colonies sur milieu Plate Count
Agar, apres 25 h d'incubation a 21°C. Bis-
hop et Juan (1988) ont noté, sur Petrifilm
SM, une relation plus étroite entre la tech-
niqgue de référence et celle d'Oliveria et
Parmelee et un calibrage plus satisfaisant,
gu'en boite de Petri classique; ils ont attri-
bué ce fait a un comptage plus aisé des
colonies sur Petrifilm, en raison de l'incor-
poration de triphényl tétrazolium chlorure
(TTC) dans le milieu. Toutefois, la encore,
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les auteurs ne donnent ni I'étendue des ni-
veaux de contamination des échantillons,
ni la précision d'estimation de la technique.

L'objectif de cette étude a donc été
d'établir expérimentalement tous les para-
metres de la justesse des films secs réhy-
dratables, pour la numération de la flore to-
tale, des bactéries coliformes et de la flore
psychrotrophe du lait cru. L'étude a porté
sur une population d'échantillons prélevés
dans des citernes de ramassage d'entre-
prises laitiéres, a l'arrivée a l'usine.

MATERIEL ET METHODES

Origine des échantillons

Cent quarante échantillons de lait cru ont été
prélevés dans des citernes de ramassage de
4 entreprises laitieres. lls ont été conservés a
0 oC, au plus 24 h aprés le prélevement.

Numérations microbiennes

Avant la numération, les échantillons de lait cru
ont subi une agitation pendant 30 s a l'aide d'un
homogénéisateur a turbine (Ultra-turrax, type
18/10) tournant & 20 000 tours/min. Ce mode
d'agitation est actuellement celui qui assure la
meilleure dispersion des amas microbiens (Ri-
chard, 1980; Richard et al, 1981).

Les échantillons agités ont ensuite été sou-
mis au dénombrement des 3 groupes micro-
biens suivants:

- flore aérobie mésophile sur milieu Plate Count
Agar (Difco), aprés 3j d'incubation a 30 -C.

- bactéries coliformes sur milieu Violet Red Bile
Agar (Difco) apres 24 h d'incubation a 30 "C;

- flore psychrotrophe sur milieu Plate Count
Agar (Difco), apres 10j d'incubation a 7 oC.

Les ensemencements ont été réalisés a la
surface de la gélose a l'aide de l'appareil Spiral
décrit par Gilchrist et al (1973). Nous avons
choisi cette méthode comme technigue de réfé-

rence car il a largement été montré qu'elle
donne des résultats similaires a ceux de la tech-
nique classique de dénombrement (Campbell et
Gilchrist, 1973; Gilchrist et al, 1973; Donnelly et
al, 1976; Jarvis et al, 1977; Peeleret al, 1977).
D'autre part, contrairement a ce qui est recom-
mandé pour la numération des bactéries coli-
formes (Anonyme, 1985a), nous n'avons pas re-
couvert le milieu ensemencé d'une seconde
couche de VRB, pour inhiber les micro-
organismes aérobies stricts qui peuvent se dé-
velopper sur ce milieu. En effet, d'aprés Richard
et al (1988), la flore lactose-positive sur VRBA
peut étre identifiée a des entérobactéries dans
environ 95% des cas et le développement des
colonies lactose-négatives n'affecte pas la crois-
sance des colonies de bactéries coliformes.

Chacun des échantillons agités a également
été soumis au dénombrement:

- de la flore aérobie mésophile aprés 72 h d'in-
cubation a 30 oC sur Petrifilm SM, selon les re-
commandations du fournisseur;

- des bactéries coliformes sur Petrifilm VRB,
aprés incubation & 30 oC et selon les recom-
mandations du fournisseur. Nous avons cepen-
dant allongé la durée d'incubation a 36 - 48 h,
pour favoriser la production de gaz chez les co-
lonies de bactéries coliformes faibles produc-
trices (Nelson et al, 1984);

- de la flore psychrotrophe sur Petrifim SM,
selon la technique d'Oliveria et Parmelee
(1976), c'est-a-dire aprés une incubation a
21°C. Par rapport a la technique originale, nous
avons allongé la durée de l'incubation qui a été
portée de 25 a 48 h, car l'incorporation de TTC
au milieu semble ralentir la croissance micro-
bienne (Bishop et Juan, 1988).

Pour les numérations sur Petrifim SM, un
Petrifilm a été ensemencé a partir de chacune
des dilutions -3, -4 et-5; dans le cas des coli-
formes, un Petrifim VRB a été ensemencé a
partir de chacune des dilutions -1, -2 et-3. A
l'issue de la période d'incubation, les colonies
ont été comptées sur la totalité de la surface du
Petrifilm. Les Petrifims SM contenant plus de
400 colonies ont été déclarés incomptables; il
en a été de méme pour Jes Petrifims VRB
contenant plus de 100 colonies productrices de
gaz. Le nombre d'unités formant colonies par
millilitre de lait (UFC/ml) a ensuite été estimé
pour chaque échantillon a partir de la formule
suivante:
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Ci et lij étant respectivement le nombre de co-
lonies et le volume d'échantillon pour le Petrifilm
de la dilution i.

Chaque échantillon a été analysé en double
par chaque technique, afin d'obtenir une
meilleure précision des résultats de numération.

Calculs statistiques

Lajustesse de la technique du film sec réhydra-
table a été calculée conformément aux recom-
mandations de la norme FIL 128 (Anonyme,
1985b); avant les calculs statistiques, les
nombres d'UFC/ml ont subi une transformation
logarithmique destinée a normaliser les distribu-
tions.

La justesse représente |'étroitesse de l'ac-
cord entre la valeur vraie de la grandeur a me-
surer (par convention, le nombre d'UFC/ml obte-
nu selon les techniques de référence) et le
résultat moyen qui serait obtenu en appliquant
la technique expérimentale un grand nombre de
fois (Anonyme, 1985b). La justesse d'une tech-
nique dépend des 2 notions suivantes:

Exactitude de calibrage

Conformément a la norme FIL, I'équation de ca-
librage (y = bx + a) a été établie selon la mé-
thode des moindres carrés a partir des
moyennes des 2 déterminations faites sur cha-
gue échantillon pour les 2 techniques. Les loga-
rithmes décimaux des nombres d'UFC/mI obte-
nus avec l'appareil Spiral sont considérés
comme variable dépendante et les logarithmes
décimaux des nombres d'UFC/ml obtenus sur
film sec réhydratable comme variable indépen-
dante, pour donner une estimation de |'écart
type résiduel dans l'unité de la technique de ré-
férence. llfaut noter que la norme FIL a été éta-
blie pour les méthodes chimiques et que cer-
taines hypotheses ne sont plus vérifiées dans le
cas des techniques microbiologiques : en parti-
culier, le calcul du coefficient de régression et
de I'écart type résiduel suppose une erreur né-
gligeable dans la mesure des x et des y, ce qui
n'est pas le cas de ces techniques. Pour que la

méthode soit exactement calibrée, il faut que le
coefficient de régression ne soit pas statistique-
ment différent de 1 et que l'ordonnée a l'origine
ne soit pas différente de 0, cette derniere condi-
tion pouvant étre remplacée par l'égalité des
moyennes des 2 variables.

Précision d'estimation

La précision d'estimation de la technique expéri-
mentale est donnée par les limites de l'intervalle
de confiance a l'intérieur duquel se situe, avec
une probabilité de 95%, la vraie valeur donnée
par la méthode de référence. Siy est le nombre
d'UFC/ml calculé & partir de la droite de cali-
brage, ces limites sont, en valeurs logarithmi-
ques, logy * 1,96 syx oU s x est |'écart type ré-
siduel des écarts a la droifé de régression. En
données non transformées, ces limites sont 11
10196y pour la limite inférieure et y x 10t 06 =

pour la limite supérieure.

RESULTATS

Flore totale

La figure 1 montre une relation trés étroite
entre les logarithmes des nombres d'UFC/
ml obtenus selon la technique de réfé-
rence et sur film sec réhydratable (Petrifilm
SM) sur la population des 140 échantillons
analysés. L'équation de calibrage a été
calculée apres élimination de 2 échan-
tillons qui s'écartent de plus de 3 écarts
types résiduels de cette droite. La préci-
sion d'estimation du film sec réhydratable
pour la numération de la flore totale est
donc, en valeurs logarithmiques, de + 1,96
x 0,128, soit + 0,251 log (UFC/ml). Siy est
le nombre d'UFC/ml estimé a partir de la
droite de calibrage, les limites de linter-
valle de confiance de y (& P = 0,95) sont,
en données non transformées:

y/1 00251, soit y/1,78 pour la limite inférieure

ety x 100251, soity x 1,78 pour la limite su-
périeure.
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La pente et l'ordonnée a "origine de la
droite de calibrage ne sont pas significati-
vement  différentes respectivement de
1,000 et de 0,000 au seuil de 5%. Par
conséquent, le film sec réhydratable est
une technique parfaitement calibrée et les
résultats peuvent étre utilisés directement
sans avoir recours a un facteur de correc-
tion. La différence entre les 2 moyennes
(log (Réf) =5,472 et log (Petrifilm) =5,500)
est par ailleurs assez faible (+ 6,7% en
UFC/ml).

Bactéries col/if ormes

Sur la figure 2, est présentée la relation
entre les logarithmes des nombres de coli-
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formes obtenus sur VRBA et sur film sec

réhydratable (Petrifim VRB). La relation a
été établie sur une population de 137
échantillons; en effet, nous avons da élimi-

ner 3 échantillons car les dilutions choisies
n'étaient pas assez fortes pour permettre

.un comptage précis des colonies produc-

trices de gaz sur film sec réhydratable.
Tout d'abord, on observe une dispersion
beaucoup plus importante des points au-
tour de la droite que dans le cas de la flore
totale. Pour la numération des bactéries
coliformes, la précision d'estimation du film
sec réhydratable est de + 1,96 x 0,250. soit
+ 0,490 log (UFC/ml). Si Y est le nombre
de coliformes estimé a partir de la droite
de calibrage, les limites de lintervalle de
confiance de y (a P = 0,95) sont, en don-
nées non transformées:

[ ]
y = 0,991 X + 0,021
N = 138
r = 0,985
&yx = 0,128
X -y ™ 0,028
6 7 8
d'UFC/ml  PETRIFILM SM

Fig 1. Relation entre les logarithmes décimaux des nombres d'UFC/mI obtenus selon la technique de
référence Spiral et sur film sec réhydratable (Petrifilm SM), sur une population de 140 échantillons de
lait cru prélevés a l'usine. L'équation de la droite de calibrage a été calculée aprés élimination de 2
échantillons (0) qui s'écartent de plus de 3 écarts types résiduels de cette droite.
Relationship between the logarithms of the numbers of CFUImI obtained with the reference
and with the dry rehydratable film method (Petrifim SM).

technique
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Tableau 1.Justesse de la technique du film sec réhydratable

flore totale du lait cru.
Accuracy of the dry rehydratable

milk.

Références Etendue log (UFC)
Ginn et al (1984) 3-7
Dasen et Duboz (1985) 3-7

Hughes et Sutherland (1987) 3,5-5,5

Bishop et Juan (1988)

film method (Petriflm SM) for the enumeration

(Petriflm SM) pour la numération de la

of total flora in raw

Parametres statistiques

Equation de régression Syx X‘y

y= 0,997 X + 0,191 0,946 - 0,177
Y =10,901 X + 0,694 0,973 0,165 -0,188
Y =0,962 X + 0,337 0,946

Y=10,998 X + 0,117 0,971 -0,110

X: logarithme du nombre d'UFC/ml Petrifilm; Y: logarithme du nombre d'UFC/ml Technique de référence; . coeffi-

cient de corrélation; Syx: écart type résiduel (en log UFC/ml);

X-Y: différence entre les moyennes des X et des Y

(en log UFC/ml); (-): non déterminé ou précisé par les auteurs,
X: logarithm of the number of CFUImI Petrifilm; Y: logarithm of the number of CFU/mI Reference technique; r: corre-

lation co:ffici~t;

sy,x: residual standard deviation of the regression in log (CFU/ml); X - Y: difference between the

means X and Y in log (CFUImI); (-): not determined or precised.

/100,490, soit y/3,09 pour la limite infé-

rieure
ety x 10°,49°soity x 3,09 pour la limite su-
périeure.

La pente et "ordonnée a l'origine de la
droite de calibrage sont significativement
différentes respectivement de 1,000 et de
0,000 au seuil de 1%; de méme, les
moyennes log (Réf) = 3,312 et log (Petri-
film) = 3,189, sont significativement diffé-
rentes au seuil de 1%. Cela signifie que
pour la numération des bactéries coli-
formes, le film sec réhydratable n'est pas
une technique correctement calibrée et
gu'il est nécessaire d'appliquer I'équation
de calibrage aux résultats donnés par
cette technique pour estimer le nombre de
coliformes dans I'échantillon. La différence
moyenne entre les résultats des 2 techni-
ques est de -0,123 log (UFC/ml), c'est-a-
dire de -32,7% en données non transfor-
mées.

Flore psychrotrophe

La figure 3 présente la relation entre les lo-
garithmes des nombres de bactéries psy-
chrotrophes obtenus selon la technique de
référence (7 -C pendant 10j) et les loga-
rithmes de ces nombres obtenus sur film
sec réhydratable (Petrifilm SM) aprés 48 h
d'incubation a 21°C. La droite de calibrage
a été calculée aprés élimination de 4
échantillons qui s'écartaient de plus de 3
écarts types résiduels de cette droite. La
précision d'estimation de cette technique
est de * 1,96 x 0,145, soit £ 0,284 log
(UFC/ml). Siy est le nombre d'UFC/ml es-
timé & partir de la droite de calibrage, les li-
mites de l'intervalle de confiance de y (a P
= 0,95) sont, en données non transfor-
mées:

y/1 0°,284soit y/1 ,92 pour la limite inférieure
ety x 10°,284,so0it y x 1,92 pour la limite
supérieure.
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Fig 2. Relation entre les logarithmes
la technique Spiral et sur film sec réhydratable
de lait cru prélevés a lusine.

Relationship  between the logarithms of the numbers of coliforms obtained with the reference

décimaux des nombres de coliformes
(Petriflm VRB), sur une population de 137 échantillons

Y:0,891 X+0,471
N = 137

r.e 0,934

sv,» = 0,250

X -Y 0123

d'UFC/ml PETRIFILM VRB
obtenus sur VRBA selon

techni-

que and with the dry rehydratable method (Petrifim VRB).

La pente de la droite de calibrage n'est
pas significativement différente de 1,000
au seuil de 5%. Par contre, I'ordonnée a
l'origine de cette droite est significative-
ment différente de 0,000 au seuil de 1%; il
en est de méme des moyennes log (Réf) =
5,337 et log (Petrifilm) = 5,437. Cela signi-
fie que la technique n'est pas correctement
calibrée et qu'il faut appliquer un facteur de
correction aux résultats obtenus sur film
sec réhydratable. Ce facteur de correction
est égal a 10X-V, soit 10°,100 = 1,26 : il suf-
fit donc de diviser les résultats obtenus sur
film sec réhydratable par 1,26 pour obtenir

les nombres réels de bactéries psychro-
trophes.

Enfin, nous avons tenté d'analyser les
causes des écarts importants de 4 échan-
tillons a la droite de calibrage. Deux des 3
échantillons au-dessus de la courbe (nette
sous-estimation avec la technique expéri-
mentale) correspondent & des laits conte-
nant une flore psychrophile dominante in-
capable de croitre sur PCA a 21 ou 30 oC;
J'échantillon au-dessous de la courbe
(nette surestimation avec la technique ex-
périmentale) correspond a un lait conte-
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Tableau II. Justessede la techniquedu film sec réhydratablgPetrifilmVRB)pourla numératiordes
bactériescoliformesdu laitcru.

Accuracy of the dry rehydratable of coliform bacteria

film method (Petriflm VRB) for the enumeration

in rawmilk.
Parametres statistiques
Référence Etendue log (UFC) Equation de régression Syx X-Y
Nelsonet al (1984) 0,5-4,5 Y=1,042 X + 0,079 0,932
Brangern(1987) 1-6 Y =0,923 X + 0,608 0,978 0,281 -0,334
Bishopet Juan(1988) Y=0,983 X - 0,024 0,963 0,054

X: logarithme du nombre d'UFC/ml Petrifilm; Y: logarithme du nombre d'UFC/ml Technique de référence; [ coeffi-

cient de corrélation; Syx : écart type résiduel (en log UFC/ml);

X'Y: différence entre les moyennes des X et des Y

(en log UFC/ml); (-) :non déterminé ou précisé par les auteurs.
X: logarithm  of the number of CFU/mI Petrifilm; Y: logarithm of the number of CFUImI Reference technique; r:corre-

lation c~fficie!l.t;

syx: residual standard deviation of the regression in log (CFUImI); X' Y: difference  between the

means X and Yin log (CFUImI); (-): not determined or precised.

nant une forte proportion de bactéries lac-
tiques dans la flore totale.

DISCUSSION ET CONCLUSION

Conformément aux études précédentes
(Ginn et al, 1984; Dasen et Duboz, 1985;
Hughes et Sutherland, 1987; Bishop et
Juan, 1988), la technique du film sec réhy-
dratable (Petriflm SM) présente une rela-
tion trés étroite avec les techniques de ré-
férence pour la numération de la flore
totale du lait cru. La précision d'estimation
obtenue au cours de notre essai est sensi-
blement meilleure que celle donnée par
Dasen et Duboz (1985); de plus, nous
n‘avons observé sur film sec réhydratable
aucune sous-estimation des nombres
d'UFC/ml que les auteurs précités avaient
constatée et attribuée a une inhibition par
le NC de certaines souches bacté-
riennes. Deux raisons principales peuvent
expliquer ces différences : d'une part, les

améliorations techniques apportées au
Petrifilm, avec en particulier les modifica-
tions de composition du milieu de culture
(0O Augusto, comm pers) et d'autre part, la
nature de la flore des laits analysés. En
effet, notre essai a concerné des échan-
tillons de lait de citernes qui, en raison de
leur conservation prolongée a basse tem-
pérature, possédent souvent une flore plus
homogéne que les laits prélevés a la
ferme.

De méme, cette technique du film sec
réhydratable (Petrifilm VRB) permet d'esti-
mer avec une précision satisfaisante les
nombres de coliformes du lait cru, avec ce-
pendant une sous-estimation significative
de ces nombres. Cette sous-estimation
avait d'ailleurs été notée également par
Branger (1987). Celle-ci est assez facile a
expliquer; en effet, Nelson et al (1984) ont
montré que 91% des souches productrices
de gaz sur Petrifilm peuvent étre identi-
fites comme bactéries coliformes mais
que 45% des souches atypiques (non pro-
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. Fig 3, Relation entre les logarithmes décimaux des nombres de bactéries psychrotrophes obtenus
selon la technique de référence (7 "C pendant 10j) et les logarithmes décimaux de ceux obtenus sur
flm sec réhydratable (Petrifilm SM) aprés 48 h dincubation a 21°C. L'équation de la droite de cali-
brage a été calculée aprés élimination de 4 échantillons (0) qui s'écartent de plus de 3 écarts types
résiduels de cette droite.

Relationship between the logarithms of the numbers of psychrotrophic  micro-organisms obtained with
the reference technique (7 oCduring 10 d) or with the dry rehydratable method (Petrifilm SM) after an
incubation of 48 h at 21°C.

ductrices de gaz) sont également des VRBA d'une double couche. En effet,

souches de bactéries coliformes; a titre de Richard et al (1988) ont noté, pour quel-
comparaison, d'aprés ces mémes auteurs, ques échantillons, la croissance de colo-
ces pourcentages sont respectivement de nies lactose-positives identifiables a des
92 et 3% pour la méthode de référence sur Vibrionacées ~ sur VRBA sans double
VRBA. L'allongement de la durée d'incuba- couche.

tion au cours de notre essai n'a, semble+ Enfin, notre étude confirme que la tech-
il, pas permis d'améliorer la détection des nique rapide de numération de la flore psy-
colonies  faibles productrices de gaz. chrotrophe du lait cru décrite par Olive ria
D'autre  part, la sous-estimation des et Parmelee (1976) peut étre utilisée avec
nombres de bactéries coliformes par la les films secs réhydratables a la place de
technigue du film sec réhydratable peut la technigue de référence. La précision
également étre liée en partie au fait que d'estimation de cette techniqgue au cours

nous n'‘avons pas recouvert le milieu de notre essai est, en effet, tres proche de
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celle observée pour la numération de la
flore totale. Il n'est pas sOr que cette mé-
thode puisse étre appliquée avec une pré-
cision aussi satisfaisante sur des popula-
tions d'échantillons différentes, comme par
exemple sur des laits prélevés aussitot
aprés la traite ou dans les tanks de ferme.
En effet, les laits de citernes de ramas-
sage sont des laits de grand mélange et
ont déja subi une conservation prolongée
a basse température qui favorise la prolifé-
ration dun seul groupe de micro-
organismes : les Pseudomonas psychro-
trophes (Richard, 1981); a linverse, les
laits prélevés a la ferme possedent géné-
ralement une flore de nature plus hétéro-
géne en fonction de leurs conditions de
production et de conservation (Thomas €t
al, 1962; Twomey et Crawley, 1968; Ri-
chard, 1981 et 1983). Or, nous avons obs-
ervé que la nature de la flore des échan-
tillons peut avoir un réle trés important sur
la relation entre la technique de référence
et celle d'Oliveria et Parmelee (1976); en
particulier, la température de 21°C ne
semble pas inhiber la croissance de cer-
taines bactéries lactiques.
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