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Numération des bifidobactéries dans les laits fermentés
Proposition pour une méthode microbiologique

Enumeration of Bifidobacteria in Fermented Milks
Proposal for a Microbiological Method

J.-L. Chapon et Klara Kiss
Ecobion, Laboratoires de Chimie et de Microbiologie appliquée SA, Geneve

Introduction

Depuis une cinquantaine d’années, plusieurs produits alimentaires et pharma-
ceutiques contenant des germes vivants du genre Bifidobacterinm ont été dévelop-
pés. Ces bactéries sont naturellement présentes en grands nombres dans I’intestin
de ’homme et de nombreux animaux (1).

Leur réle régulateur, comme pour les bactéries lactiques, peut se résumer ainsi:
— adhésion aux cellules épithéliales du tractus intestinal,

— stimulation du péristaltisme intestinal,

— production d’acides organiques 2 partir de la fermentation des sucres, acide
lactique mais aussi acide acétique. En effet, la fermentation du glucose par la voie
du fructose — 6 — phosphate est une particularité des bifidobactéries qui conduit
théoriquement a 3 moles d’acide acétique et 2 moles d’acide lactique pour 2
moles de glucose.

— inhibition de certaines bactéries entéropathogénes (Salmonella, Shigella, E. coli)
grace en partie a cette acidification et aussi aux bactériocines produites par les
bactéries lactiques.

— compétition avec la flore putréfiante des Clostridinm.

Ces propriétés ont été utilisées depuis les années 1950/1960 en administrant
d’abord des facteurs bifidigenes puis des bifidobactéries vivantes, aux enfants et aux
adultes souffrant de désordres intestinaux (2).

Des travaux plus récents montrent que certaines espéces de bifidobactéries
exerceralent également une action anti-tumorale et hypocholestérolémiante (3).

Outre tous ces avantages physiologiques, les bifidobactéries permettent du
point de vue gustatif, de proposer aux consommateurs des yogourts plus «doux».

Pour toutes ces raisons plus d’autres purement économiques, ces bactéries sont
de plus en plus largement utilisées dans I’industrie alimentaire, particulierement
I'industrie laitiére qui offre aux consommateurs des fromages a pate molle, et toute
une série de yogourts, fermes, brassés, aux fruits, contenant des bifidobactéries.

264



Ces laits fermentés représentent depuis 2 ou 3 ans la plus grosse part de ce
marché, et chaque fabricant présente dans sa gamme de yogourts, un ou plusieurs
produits contenant des bifidobactéries.

C’est le cas notamment des Laiteries réunies de Genéve qui nous ont mandaté
pour développer sur leurs produits, une méthode utilisable en routine pour la
numération des bifidobactéries.

Ainsi, depuis le printemps 1988, tant au cours de la phase de mise au point du
processus de fabrication et du produit lui-méme, qu’au niveau du contrdle de
routine sur le produit fini, les Laiteries réunies de Geneve ont toujours eu le souct
de «suivre» I’évolution de la population des bifidobactéries dans leurs produits
jusqu’a la date de péremption.

L’intérét de ces nouveaux produits et leur principal argument de vente étant la
présence de bifidobactéries vivantes, il semble en effet assez logique:

1. de pouvoir prouver que ces bactéries sont présentes dans le produit durant toute
sa phase de vente,

2. de fixer une limite quantitative  partir de laquelle la mention du genre Bifido-
bacterium (souvent improprement raccourcie a Bifidus, de ’ancienne dénomi-
nation Lactobacillus bifidus) puisse étre utilisée, de la méme fagon qu’il existe
une limite minimum pour le nombre des bactéries lactiques du yogourt.

Le travail présenté décrit le développement d’une méthode analytique qui a été
évaluée lors d’essais comparatifs inter-laboratoires.

Matériel et méthode

Souches utilisées

Les souches bactériennes utilisées dans cet essai sont les cultures utilisées par les
Laiteries réunies de Genéve. Elles proviennent des laboratoires Wiesby (D-Nie-
bull). La bifidobactérie est une souche de Bifidobacterium infantis d’origine hu-
maine. D’autres souches de bifidobactéries sont actuellement testées.

Laits fermentés analysés

— 55 yogourts achetés sur le marché suisse et provenant de 6 autres fabricants. Ces
yogourts, nature ou avec des fruits, sont analysés au cours de leur période de
vente. Les résultats de ces numérations sont récapitulés dans la figure 1.

— 110 échantillons de yogourt nature ferme «Cristallina» provenant des Laiteries
réunies de Genéve, analysés
— i la réception (en moyenne 2 jours apres la production)

— 2 la péremption (soit le jour du data, soit 1 jour avant ou 1 jour apres).
Ces 220 numérations sont résumées sous forme d’histogramme dans la figure 2.
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Préparation des échantillons

Les méthodes utilisées sont celles décrites dans le chapitre 56 du Manuel suisse

des denrées alimentaires:

— pesée aseptique d’une partie représentative de 10 g d’échantillon

— remise en suspension avec 90 ml de diluant

— homogénéisation par simple agitation du flacon de suspension 1/10éme durant
30 secondes

— dilutions décimales

— distribution en boite de Pétri de 9 cm &

— homogénéisation avec le milieu de culture autoclavé et refroidi a 48 °C

— incubation en anaérobiose 2 37 °C pendant 3 4 5 jours.

Méthode analytique

Sélectivité de la méthode

Les conditions expérimentales, pH du milieu, substances réductrices, sucres et
facteurs bifidigénes, permettent une bonne croissance de la souche Bifidobacterium
infantis. La sélectivité est obtenue grice a des antibiotiques et agents bactériostati-
ques choisis parmi ceux décrits dans la littérature (4, 5) et en fonction de nos propres
essais avec les ferments utilisés aux Laiteries réunies de Geneve (tableau 1).

1. Réactifs et milieux de culture

Columbia Agar Base (BBL 11124)

MRS Agar (Merck 10660)

MRS Bouillon (Merck 10661)

RCM Agar milieu pour Clostridies (Merck 5411)
M-17 Agar (Merck 15108)

Glucose (Merck 8346)

Chlorhydrate de L-cystéine (Merck 2839)
Chlorure de lithium (Merck 5679)

Sulfate de néomycine (Fluka 72137)

Acide nalidixique (Fluka 70162)

Sulfate de Paromomycin (Humatin Parke-Davis 250 mg — lot n® 0367038)
Acide propionique (Merck 800605)

Hydroxyde de sodium (Merck 6498)

Peptone de caséine (Merck 7213)

Tween® 80 (Merck 822187)

Dihydrogénophosphate de potassium (Merck 4873)
Hydrogénophosphate de di-sodium (Merck 6580)
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2. Solution tampon

KH, PO./1 Na, H PO, -2 H,O/1
« STP (solution tampon phosphate)

pH 8,0 M/15 0,499 g 11,22 ¢
3. Méthode Ecobion 1
} Tween" 80 — lg
Diluant} Peptone de caséine — lg \

| STP pH 8,0M/15 — 1000 ml
Ce diluant est réparti en flacons de 90 ml autoclavés 20” a 121 °C, le jour de
I’analyse. Avant utilisation, chaque flacon et tube re¢oivent 0,3% m/v de L-Cyst.
HCI stérilisé par filtration.
} Columbia Agar Base — 45 ¢
Gélose } Tween 80 - lg
} Glucose - 50¢g
} STPpH 8,0M/15 — 1000 ml
Apres stérilisation et refroidissement a 48 °C, sont rajoutés la substance réduc-
trice et le mélange antibiotique AB;, sous forme de solutions stérilisées par filtration
(0,22 1):

~ L-cyst. HCI — 3 gyl

— Chlorure de lithium — 3¢/l

— Sulfate de néomycine - 30 mg/1 Concentrations finales
— Sulfate de paramomycin = — 50 mg/l

— acide nalidixique — 15 mg/l

4. Méthode Ecobion 2

— Meéme diluant et méme gélose sauf moindre quantité de glucose (20 g/l) ajoutée
apres stérilisation et refroidissement du milieu de culture, sous forme d’une
solution stérilisée par filtration. :

— Mélange antibiotique simplifié AB>

— Chlorure de lithium —5 3¢/l

— Sulfate de néomycine —> 100 mg/1 :l Dot

Reproductibilité de la méthode analytique
Evaluation du milieu

Soucieux de proposer une méthode de contréle des bifidobactéries a ses affiliés,
’Inspectorat Cristallina de I’'Union centrale des producteurs de laits a Berne a
organisé 4 essais inter-laboratoires afin de valider cette méthode.

— 3 laboratoires participent an 2 premiers essais:

1 FAM [ laboratoire de la section de microbiologique de la Station fédérale de
|:recherche laitiere au Liebefeld, sous la responsabilité de M. Grand.
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2 IMB [ le laboratoire de I'Intermilch AG de Berne, sous la responsabilité de Dr
Meier et M. Pfiffli
3 ECO [ lelaboratoire Ecobion

Les méthodes Ecobion 1 et RCM (Tableau 2), puis Ecobion 2 et Beerens
(Tableau 3) sont successivement comparées. La méthode du professeur Beerens
utilise également un milieu Columbia glucosé et cystéiné dans lequel la sélectivité
est obtenue par ’addition d’acide propionique et ’ajustement du pH a 5.

— Les laboratoires FAM et Ecobion participent anx 2 essais suivants. La méthode
Ecobion 2 est utilisée sur différents yogourts du marché suisse (Tableau 4).

Identification des bifidobactéries

Les analyses étant faites sur des yogourts dont la flore lactique est connue
(généralement Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus et/ou Lacto-
bacillus acidophilus), ’identification des colonies de Bifidobacterium est faite par
simples examens microscopiques.

Examen direct entre lame et lamelle en contraste de phase

Les bifidobactéries, bacilles non mobiles et non sporulés, apparaissent le plus
souvent en petits amas formant des «<bouquets» de batonnets parfois renflés, parfois
divisés en Y, alors que les lactobacilles gardent une forme de batonnets plus ou
moins longs, ou sont quelques fois en vrilles, et que les streptocoques forment des
chainettes plus ou moins étirées de coques ronds a ovales.

Examen aprés fixation et coloration de Gram

Les bifidobactéries sont Gram positives comme les lactobacilles et les strepto-
coques. Les formes renflées ou divisées sont davantage visibles qu’a I’examen direct
et les amas font penser a des idéogrammes chinois.

Résultats

Sélectivité de la méthode analytique

Apres avoir utilisé dans la méthode 1 le mélange d’antibiotique décrit dans le
milieu NPNL de Teraguchi (7), nous avons simplifié sa préparation en ne gardant
qu’un aminoside et le chlorure de lithium. Ce mélange AB2 a été testé sur des
cultures congelées provenant de Wiesby et remises en suspension (1 g/10 ml) dans
du bouillon MRS cystéiné a 0,3% m/v.
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Dans le tableau 1, les résultats des numérations faites avec et sans antibiotique
montrent que les ferments généralement utilisés dans les yogourts sont inhibés par
ce mélange AB2 qui permet une croissance sélective de Bifidobacterium infantis.
Ces résultats obtenus sur des cultures pures n’ont pas été infirmés lors des controles
de routine sur les yogourts de Laiteries réunies.

Tableaun 1. Activité inhibitrice du mélange antibiotique sur les différentes cultures
’ bl g P q
présentes dans les laits fermentés

Nombre de germes par gramme de ferment congelé
Milieux de culture Ferments du yogourt Bifidobacterium infantis Lactobacillus acidophilus
Ecobion 2 2,50x 107/g 1,07 x 10°/g 2,40 x 10°/g
sans AB Fx Mi — B M1 — Ex. M1 =
3 strepto. /3 6 Bif./6 3 Lacto./3
a-5et-6 a-7 a-7

Ecobion 2 < 10'/g 6,90 x 10*/g < 10'/g
+ AB Ex Wi —

3'Bik/3

a-6et-7
Ex. Mi. = Examen microscopique de contrdle (examen direct et / ou coloration de
Gram)

Ainsi, depuis 2 ans cette méthode nous a permis de dénombrer des colonies
bactériennes homogenes de 22 3 mm de diametre apres 3 jours d’incubation 4 37 °C
en anaérobiose, et ceci sans la géne de colonies parasites aux dilutions -3, -4, -5, -6.

Lafigure 1, recap1tule les moyennes obtenues de cette fagon sur différents produits
du marché suisse. Selon les fabricants, elles s’échelonnent de quelques centaines ou
quelques dizaines de milliers 4 plusieurs millions de bifidobactéries par gramme. Etant
donné le nombre assez faible d’échantillons analysés (de 3 a 18 sutvant les provenances
si 'on excepte les Laiteries réunies), la diversité des produits (yogourts natures, aux
fruits, fermes ou brassés) et le fait que I’analyse ait eu lieu a n’importe quel moment
dans la période de vente, il ne faut considérer ces résultats moyens et leur intervalle de
confiance que comme de simples indications sur la disparité des yogourts proposés
au consommateur quant a leur contenu en bifidobactéries vivantes.

La figure 2, récapitule les résultats obtenus pour les Laiteries réunies de Geneéve.
Sur 220 contrdles effectués sur des yogourts nature fermes 110 a la réception et 110
a la péremption, le nombre moyen de Bifidobacterium par gramme de yogourt est
de 5,57 millions, I'intervalle de confiance de la moyenne au risque 5% allant de 4,95
a 6,18 millions par gramme.

Les moyennes a la réception et a la péremption sont respectivement de 6,40 et
4,76 millions de bifidobactéries par gramme, soit une diminution de 25% en I’espace
de 3 semaines de stockage environ a +4/+5 °C.
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Fig. 1.  Numération des bifidobactéries dans différents yogourts du marché
Moyennes et limites de confliance de la moyenne au risque 5%
Axe des X = Différents fabricants (LR1 - A2...) Nombre d’échantillons analysés
(6= 220.)

Axe des Y = Log 10 du nombre de bifidobactéries par gramme de yogourt

Essais comparatifs inter-laboratoires

17" essai: 2 méthodes sont comparées.

1. La méthode utilisant ’Agar RCM (Reinforced Clostridial Medium). Ce milieu,
non sélectif, destiné a la numération des clostridies, est additionné de 1,5%
d’Agar, les dilutions sont faites en sérum physiologique, les boites de Pétri sont
incubées en anaérobiose pendant 5 jours.

2. La méthode Ecobion 1
Les 3 laboratoires analysent 4 yogourts de 2 provenances différentes, 2 nature
et 2 contenant des fruits.

Le tablean 2 montre que les résultats des 3 laboratoires se recoupent bien,
particuliérement avec la méthode Ecobion. (Entre les résultats des laboratoires
FAM et Ecobion, les coefficient de corrélation [r = 0,986] dépasse la limite de
signification au risque 5%.)
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Numération bifidobactéries sur 2 ans
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Nombre de bifidobactéries par gramme de yogourt Cristallina 220 analyses (110 a la

Nombre de bifidobactéries par gramme de produit

Milieu Ecobion 1

Milieu FAM-IMB

Echantillons laboratoire laboratoire laboratoire laboratoire laboratoire laboratoire

de yogourts FAM IMB Ecobion FAM IMB Ecobion
N 1 »LR Nature [1,50x 107 |2,00x 107 | 1,55 x 107 [2,70 x 107 |2,00x 10" | > 10°
N 2 A Nature |5,70x 107 |4,00x 10” |3,70 x 10’ | 7,60 x 10" [4,00x 107 | = 10°
N 3 —»A Péche

Melon 3,60 x 10° | 3,00 x 10* | 2,50 x 10° | 8,00 x 10° | 7,00 x 10° | 10* 4 10°

N 4 - A Péche
Framb. groseilles  |3,10 x 10° | 3,00 x 10* | 2,90 x 10° | 4,00 x 10° |7,00 x 10° | 10* 2 10°

Commentaires
des trois
laboratoires

Colonies isolées,
de2i3mmd

Pas de colonies parasites

Beaucoup de colonies parasites
Nécessité de faire un grand nom-
bre d’examens microscopiques
sur colonies 1solées et sur mélan-
ges de colonies en surface
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Avec le milieu RCM, Ecobion est incapable de donner un résultat précis tant les
colonies parasites de lactobacilles et streptocoques sont nombreuses.

Les 2 autres laboratoires FAM et IMB, trouvent des résultats trés voisins avec
cette méthode qu’ils ont ’habitude d’utiliser.

} — méthode Beerens — apres revivification 1 heure *

2° essai . e
} —méthode Ecobion2 — sans revification

Les 2 méthodes sont appliquées a partir de la méme suspension en diluant
tamponné cystéiné.

Les 3 laboratoires analysent 5 yogourts de 3 provenances, dont 2 contenant des
fruits. La méthode Ecobion 2 utilisée a partir du 2° essai inter-laboratoires corres-
pond 3 une simplification de la méthode 1, simplification demandée par les labora-

toires IMB et FAM.

Tablean 3. 2° Essai inter-laboratoires
Nombre de bifidobactéries par gramme de yogourt
Méthode Ecobion 2 +Méthode Beerens
+ Revivification

Echantillons| laboratoire | laboratoire | laboratoire | laboratoire | laboratoire | laboratoire
de yogourts| FAM IMB Ecobion FAM IMB Ecobion
LR Cri- 1,00x 107 |1,00x 107 [3,10x10° |[9,10x10° |=6,00x 10°|2,60 x 10° 1
stallina 750x 10" |4,00x 10* |4,30x 10* |6,50 x 10* |=2,00x 10*]3,60 x 10* 1
A Nature non déter-
A Framb.- [1,20x10° |8,00x 10* |1,35x 10 ~10° miné <10*3

Péche |[3,50x10* [2,00x10* |1,40x 10* |1,60x10* |=3,00x 10*|1,20x 10* 2
A Nature |1,30x10° |[7,00x10° |1,38 x 10° ~ 10° ~ 2,00 x 10° | 3,00 x 10° 3
B Abricot
Commen- |Les 3 laboratoires remarquent Les 3 Laboratoires remarquent:
taires qu’il n’y a pas de colonie parasite ! Pas de colonie parasite,

mais des colonies plus petites: 0,52 1
mm & aprées 5 jours d’incubation en
anaérobiose

? Les colonies de bifidobactéries

sont assez grosses: 2 2 3 mm & mais
parmi 50 a 100 fois plus de petites co-
lonies de Lactobacilles

3 Pour ces 2 yogourts aux fruits, il y
a un grand nombre de colonies para-
sites de lactobacilles qui génent le dé-
nombrement

Tous les contrdles
microscopiques montrent
des bifidobactéries

Les colonies, apres 3 jours
d’incubation 2 37 °C en
anaérobiose, font2a 3 mm &

Des essais préliminaires nous ont conduits 2 introduire cette «revivification» qui consiste
a laisser 1 heure 3 température ambiante la suspension mere (10 g/90 ml) en diluant Eco-
bion cystéiné tamponné. Sans cela, la méthode Beerens appliquée telle quelle donnait des
résultats quantitatifs 8 fois inférieurs 2 ceux obtenus avec la méthode Ecobion.
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Le tablean 3 montre une bonne corrélation des résultats entre les 3 laboratoires,
surtout avec la méthode Ecobion 2 (le coefficient de corrélation [r = 0,95] entre les
résultats des laboratoires FAM et Ecobion dépasse la limite de signification au
risque 5%).

Avec la méthode Beerens, les résultats des 3 laboratoires sont un peu plus
dispersés a cause du manque de sélectivité constaté sur deux yogourts aux fruits,
un grand nombre de Lactobacilles génant la numération des bifidobactéries. Nous
utilisons cependant toujours la méthode Beerens pour les contréles sur certains
produits frangais. Sa moindre sélectivité permet justement son emploi pour la
numération d’une plus grande variété de souches de bifidobactéries.

A la suite de ces 2 essais, les 3 laboratoires font le méme commentaire sur les
avantages de la méthode sélective Ecobion.
3¢ et 4° essais: Ces 2 derniers essais sont faits uniquement avec la méthode Ecobion
2 sur un total de 13 yogourts provenant de 7 fabricants.

Dans le tableaun 4, les résultats démontrent 3 nouveau la fiabilité de ’analyse, les
nombres de Bifidobactéries rendus étant trés voisins, particulierement pour la série
d’analyses des 4 et 5 septembre 1990 (coefficient de corrélation [r = 0,999] si ’'on
excepte le résultat incomplet, la limite de signification a 5% étant de 0,878).

Pour la 2° série du 13 novembre 1990, les résultats Ecobion sont un peu plus
élevés, notamment sur les 4 premiers échantillons (le coefficient de corrélation est
tout de méme significatif: » = 0,995, la limite de signification a 5% étant ici 0,754).

Tablean 4. 3¢ et 4° Essais inter-laboratoires avec la méthode Ecobion

Echantillons Date de Nombre de bifidobactéries/gramme
Petempios Laboratoire Ecobion Laboratoire FAM
Analyses des 4 et 5
septembre 1990
LR Nature 21.09.1990 6,00 x 10° 1,10 x 107
A Ananas 28.09.1990 4,60 x 10* 3,80 x 10*
A Myrtille 28.09.1990 4,30 x 10* 4,30 x 10*
A Péche-Menthe 25.09.1990 1,46 x 10° 1,70 x 10°
C Ananas 10.09.1990 4,90 x 10° 4,10 x 10°
B Acidophilus 05.09.1990 < 10° 10°
Myrtille
Analyses du 13 novembre 1990
LR Nature 28.11.1990 5,20 x 10° 2,60 x 10°
A Orange 02.12.1990 9,00 x 10* 2,20 x 10*
A Ananas 03.12.1990 1205102 2,70 x 10*
B Acidophilus 15.11.1990 1,20 x 10° 3,50 x 10°
fraise
E Bifidus fraise 18.11.1990 6,00 x 10? 10°
D Orange/mandar. 14.11.1990 8,00 x 10* 6,70 x 10*
G framboise 16.11.1990 1,40 x 107 9,40 x 10°
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Discussion

Nos essais préliminaires avec des milieux décrits dans la littérature pour le
maintien des souches pures de bifidobactéries ou leur dénombrement, Columbia
et MRS Agar modifiés (8), Bifidobacterium medinm (9), nous ont conduits au choix
des conditions expérimentales décrites dans ce travail:

— la solution tampon phosphate pH 8,0 permet d’obtenir une suspension 1/10 du
yogourt et un milieu de culture une fois coulé et solidifié avec un pH de 6,8/7
qui convient bien aux bifidobactéries.

— La concentration de 0,3% m/v de chlorhydrate de L-cystéine nous permet de
travailler sans rien changer A nos méthodes habituelles (agitation du flacon de
suspension mere au 1/10°, dilutions avec passage des tubes 10 secondes au Vortex)
sans que oxygénation qui en résulte soit dommageable pour les numérations
des bifidobactéries qui sont des bactéries classées le plus souvent comme anaé-
robies strictes.

— Le glucose, fermenté par toutes les especes de Bifidobacterium est choisi comme
hydrate de carbone et les facteurs bifidigenes décrits dans la littérature (10, 11)
sont, pour la plupart, amenés dans le milieu de culture par les composants de
base de la gélose Columbia, riche en peptones (pancréatique de caséine, pepsique
de viande), extrait de levure, extrait de viande et fécule de mais.
Malheureusement, ces différents facteurs favorables a la croissance des bifido-

bactéries ne sont pas défavorables a celle des bactéries lactiques, et, dans les laits

fermentés, les bifidobactéries se trouvent le plus souvent au mieux dans un rapport

1/100 vis-a-vis des bactéries lactiques, d’ot la nécessité d’ajouter des agents sélectifs.
Plusieurs essais nous avaient montré que le sulfate de néomycine seul, a 30 mg/I

ou 100 mg/l n’était pas suffisant, notamment vis-a-vis des streptocoques. Le mé-

lange retenu, 100 mg/1 de sulfate de néomyecine +3 g/l de chlorure de lithium permet
d’atteindre une bonne sélectivité.

Les 3 laboratoires participant aux essais ont souligné la facilité de lecture due a
la taille des colonies et a I’absence de colonies parasites.

De plus, ces essais collaboratifs ainsi que nos propres contrdles ont montré que
cette méthode, développée au départ pour un produit particulier, le Bifidus Cristal-
lina des Laiteries réunies pouvait étre utilisée pour la plupart des laits fermentés
vendus en Suisse.

Nous I’avons également utilisée avec satisfaction pour la numération des bifido-
bactéries dans les fromages a pate molle (dans ce cas I’acide nalidixique peut étre a
nouveau nécessaire si les entérobactéries sont nombreuses).

Néanmoins, il semble que ce mélange antibiotique soit peut-étre trop inhibiteur, y
compris vis-a-vis de quelques bifidobactéries (20 230% ) en mauvais état physiologique.

Des essais avec des concentrations antibiotiques réduites de moitié ou méme des
2/3 nous ont également donné satisfaction du point de vue de la sélectivité. Dans
ces conditions, des examens microscopiques de contréle sont réalisés sur 3 a 6
colonies par boite suivant leur nombre et leur aspect macroscopique. Travaillant
sur des produits ne contenant que 3 ou 4 espéces microbiennes connues, cette
technique d’identification simple a été retenue plutdt que celle qui fait référence
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(12), c’est-a-dire la mise en évidence de la Fructose — 6 — phosphate phosphokéto-
lase (F6 PP K), jugée inapplicable en routine sur un grand nombre de colonies.
Enfin, les limites de cette méthode semblent atteintes dés que I'on s’adresse a
d’autres especes de Bifidobacterium.

Elle ne convient pas notamment a certains yogourts vendus en France et il
semble actuellement difficile de définir un milieu de culture capable d’assurer une
bonne sélectivité et une bonne électivité pour toutes les souches de bifidobactéries
et dans toutes les situations: laits fermentés, fromages, autres produits alimentaires.
Cecl, a cause d’une part des différences de sensibilité aux antibiotiques entre les
especes de bifidobactéries, et d’autre part a I’état physiologique des bifidobactéries
dans le produit, le processus de fabrication des laits fermentés influant de maniere
significative sur la capacité des bifidobactéries a survivre dans le yogourt puis i se
multiplier dans la gélose pour dénombrement.

Dans le but d’améliorer si possible les performances de notre méthode, de
nouveaux essais de sélectivité et d’électivité vis-a-vis de 8 souches de Bifidobacte-
rium d’origine humaine sont en cours actuellement. En attendant qu’un ou plu-
sieurs milieux de culture soient officiellement décrits, la méthode développée dans
ce travail peut étre utilisée avec une relative sécurité.

Résumeé

Une méthode microbiologique de numeération des bactéries du genre Bifidobacterium

dans les laits fermentés est décrite dans ce travail.
Apres une breve récapitulation des particularités de ces bactéries et de leurs exigences

culturales, cet article:

— détaille les différentes étapes du développement d’un milieu de culture sélectif pour le
genre Bifidobacterium,

— mentionne les résultats d’essais comparatifs faits dans 3 laboratoires ayant testé cette
méthode en parallele avec 2 autres milieux de culture,

— montre la disparité des résultats obtenus entre différents yogourts vendus sur le marché
suisse, quant a leur contenu en bifidobactéries,

— fixe les limites de la méthode et essaie d’en tirer des enseignements qui pourraient servir
lors de la description d’un (ou plusieurs) milieu(x) officiel(s) pour la numération en
routine des bactéries du genre Bifidobacterium.

Zusammenfassung

Im vorliegenden Bericht wird eine mikrobiologische Methode fiir die quantitative Be-
stimmung von Bakterien der Gattung Bifidobacterium in Sauermilchprodukten beschrieben.
Diese kann als routinemissiges Verfahren in Kontrollabors eingesetzt werden.

Einleitend fasst diese Arbeit die Eigenarten dieser Bakterien sowie die den Nahrmedien
gestellten Wachstumsbedingungen zusammen. Anschliessend werden folgende Punkte be-
handelt:

— Abklirung iiber die Entwicklung eines selektiven Nihrmediums fiir die Bestimmung von

Bifidobacterium;
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Auswertung der Resultate von Ringuntersuchungen, bei welchen die Methode in 3
Laboratorien jeweils mit zwei andern Nihrmedien getestet wurde;

Gehaltsunterschiede an Bifidobakterien in verschiedenen Joghurtproben aus dem
Schweizer Markt;

Grenzen der vorgeschlagenen Methoden und zu beachtende Voraussetzungen fiir die
Festlegung eines oder mehrerer selektiver Nihrmedien zum Nachweis und zur quantita-
tiven Bestimmung von Mikroorganismen der Gattung Bifidobacterium.

Summary

In order to establish a reference procedure for routine analysis in a quality control

laboratory, a microbiological counting technique for the genus Bifidobacterium in fermented

milks is described.

A short overview of Bifidobacterium characteristics and of its culture needs 1s given with

particular emphasis on:

the compulsory steps and their limits to prepare a selective culture medium,

the comparative results obtained by three independent laboratories using either this
procedure or two other techniques,

the disparity of Bifidobacterium content in different yogurt preparations proposed on the
Swiss market.

Data obtained would hopefully permit to set a reference protocol for selective culture and

enumeration of Bifidobacterium in dairy products.
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