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Contexte. Obijectifs
Préserver la microflore des laits crus est un atout pour la  biodiversité déja présente. Pour mettre en place une « Vérifier la spécificité de sondes ciblant 5 grands
diversité et la richesse sensorielle des fromages au lait démarche de changement des pratiques de production du groupes bactériens sur 24 especes fréquemment
cru et peut exercer un effet barriere vis-a-vis des lait, il convient de trouver des indicateurs simples et rencontrées dans les laits crus.
bactéries pathogeénes. Les mesures d’hygienes drastiques rapides pour évaluer les populations microbiennes des
dans les élevages ont réduit les niveaux de microflore laits crus. « Comparer deux méthodes : quantification bactérienne
d’intérét technologique, rendant les laits beaucoup moins Dans cette optique, le laboratoire de biologie de [IUT obtenue par FISH avec une sonde universelle et
fromageables et affectant les caractéristiques sensorielles  d'Aurillac, [Unité de Recherches Fromageres INRA et le dénombrement par culture bactérienne sur milieu non-
des fromages au lait cru. Face a ce constat, les pole fromager AOP massif central collaborent pour sélectif (méthode de référence) pour évaluer les
producteurs de lait souhaitent donc augmenter les adapter la technique dhybridation fluorescente /n situ niveaux de populations microbiennes des laits et leurs
niveaux de ces flores dans les laits tout en conservant la  (FISH) a la quantification des populations bactériennes. proportions.

Matériel & méthode

Choix des sondes et des especes Hybridation fluorescente /n situ (FISH) Quantification des bactéries dans le lait par FISH
et par dénombrement sur milieu de culture

« Une sonde universelle et quatre sondes ciblant 4 grands  Les cellules bactériennes cultivées en bouillon ou ajoutées dans le

groupes bactériens ont €té choisies : lait sont hybridées selon le protocole suivant, optimiseé pour les 24 _ 3 espéces inoculées a 3 concentrations différentes (104, 105 et
especes bacteriennes @ . 106 bactéries/ml) dans du lait écrémé ou entier :
Sonde  Cible Référence y Exat!on (parfformdaldehyde(bi%@) e 50 80 oy - Klebsiella oxytoca
Lab158  Lactobacillales (ordre) Harmsen et al. 1999 1'6(830)” surlame de verre {bains successits dethanot a 5b, 60 puis - Staphylococcus saprophyticus
, — or - Lactobacillus plantarum
HGC69a  Actinobactéries (classe) Roller et al 1994 » Perméabilisation des membranes (lysozyme 1 ou 5mg/ml selon la  _ 3 répétitions de transparisation par lait et 3 hybridations pour
Gama42a Gammaproteobactéries (classe) Manz et al 1992 sonde, 10 minutes a 37°C) chaque répétition.

« Hybridation des sondes a 48°C. Optimisation de la durée

Dénombrement des flores bactériennes dans le lait par comptage

Staphd62 Staphylococcus (genre) Gory 2000 d’hybridation, du pourcentage ~de formamide et de la des colonies sur milieu de culture (en UFC=unité formant
FUB338 Toutes les eubactéries (sonde  Amann et al. 1990 concentration de ghaque sonde spécifique (en association avec la colonie/m).

universelle) sonde universelle a\lngo/pl). - Comptage des cellules marquées avec la sonde universelle
774 espéces de bactéries fréquemment Fetrouvées dans les laits. © -avage 20 minutes a 51°C. EUB338 (en cellules/ml).

crus et appartenant a ces quatre grands groupes ont €teé  ggnde Comparaison des deux comptages.

T Concentration % formamide Temps
selectionnées.

en sonde d’hybridation Images obtenues au microscope a fluorescence apres marquage par
- | ab158 + EUB338 5ng/1 o0 5h FISH (1000x) pour le calcul du % dhybridation des sondes
Cultures bactériennes ' spécifiques : 10069 | = Tees
HGC69a + EUB338  1ng/ul 25 2h30

- Les bactéries sont cultivées en bouillons BHI ou MRS jusqu’en Gama42a + EUB338 5ng/pl 35 2h30
Ehage , exponer.w’.uellle de croissance pour etre directement Staph462 + EUB338 1ng/yl 50 5n30 Corynebacterium casei
ybridées ou utilisées pour ensemencer le lait.

OE 3 :-- aY=Yalid 1 offi 5 alalal2 21 ospece
Transparisation du lait par observation des lames au microscope et calcul des %
' d’hybridation :

Afin de récupérer les cellules bactériennes du lait, une étape de - Pour EUB338: .

L , S nb cellules marquées »
transparisation selon la méthode de Gunasekera et al (2000) a %hybridation = — % 100 v ,
été utilisée pour éliminer les protéines et la matiere grasse du lait. nb cellules en fond clair |

- Pour les sondes spécifiques : Acinetobacter spp.
o nb cellules marquées avec la sonde spécifique
%hybridation = - , X 100
nb cellules marquées avec la sonde universelle
V4
Résultats
Spécificité des sondes sur 24 especes cultivées en bouillon Comparaison des deux méthodes : FISH et dénombrement sur milieu de culture
4 7,0 e
C;Zi:/ Espéces EUB338 Lab158 HGC69a Gamad2a Staph462 Espéce L ait FISH Dénombrement
Lactococcus lactis 91% (Ceulgle:/ ml) (UFfl:ﬁml) y =1,0017x+ 0,9542
Lactococcus garviae 95% - - - _ ’ ’ R2 =0,8845 X X
Lactococcus plantarum 100% - - - - Entier 4,0 9,9
Streptococcus uberis 87% - - - - 5,3 6.4 6.0 -
Lactobacillus casei 64% 137% - - - 2.7 39
Lactobacillus plantarum 82% 101% - - - 3.7 4.8
Enterococcus faecalis 89% 104% - - ’ ’
Pediococcus acidilactis 95% 86% - - - 4,5 5,8
[ euconostoc mesenteroides 98% 93% - - - 3,4 4,3 >0
Corynebacterium casei 92% - 100% - - 46 49
Brevibacterium linens NC* - 100% : - 56 6.3
Arthrobacter arilaitensis 90% - 115% - - 3 ’ 0 3 ’ 9
Microbacterium oxydans 100% - 105% - ’ ‘ 40 -
Staphylococcus saprophyticus  94% - - - 116% 4,0 4,9 ’
Staphylococcus xylosus 89% - - - 98% Staphylococcus 49 5,7

Bactéries Sz‘a,qhy/ococgus eqguorum 92% - - - 160% 3.4 39

J'aff Bacillus pumilus 99% - - - - 4.0 5 3
artinage Macrococcus caseolyticus 96% - - - - / bacill ’ ’ S0

Pseudomonas putida 100% - : 103% - actopacpus .. 5,0 6,3 ’
Klebsiella oxytoca 96% - - 100% - plantarum 3,0 3,7

Bactéries a ._Acinetobacter spp. 95% - +/- 116% - Ecrémé 4.0 4.8

Gram- 7 roteobacteria Citrobacter freundii 100% - - 103% - 4.8 5.8
Serratia liguefaciens 99% - - 101% - , o ’ — —— 2.0 : : : ,
Stenotrophomonas maltophila  91% _ _ _ Résultats (en log) de la quant[flcatlon des bactéries dans les laits par 20 30 40 50 6.0

*bactérie non visible en fond clair. FISH (sonde EUB338) ou par dénombrement. Concentration bactérienne obtenue par FISH en fonction de

Résultats de la spécificité des sondes et des % d’hybridation avec la sonde EUB338 (universelle) et les  Les niveaux bactériens obtenus par FISH sont en Cglle trouvée par dénombrement sur milieu de culture (en log).

sondes specifiques. moyenne inférieurs de 1 log +0,14 a ceux obtenus par Regression lineaire.

- Le pourcentage d’hybridation de la sonde EUB (par rapport au nombre de cellules dénombrements sur boites. « Bonne corrélation, en laits inoculés, entre la
observées en fond clair) est compris entre 87 et 100% pour toutes les especes a - Pas de différences significatives entre le lait entier ou quantification par FISH avec sonde universelle et
‘exception des Lactobacilles. écréme. celle par culture bactérienne sur un milieu non

« Les 4 autres sondes sont bien spécifiques des groupes bactériens ciblés et leur - Des différences significatives sont observées : spécifique (R?=0,88)
nybridation est souvent supérieure a celle obtenue avec la sonde universelle (% - entre especes (Klebsiella plus faiblement retrouvée).
nybridation > 100%).

- entre concentrations (plus la concentration est grande,
plus l'écart entre les deux méthodes est grand).

Conclusion Perspectives
- Optimisation du protocole de FISH pour chaque grand groupe bactérien d’intérét pour les laits crus. - Trouver dautres sondes permettant de quantifier les
« Sous-estimation des niveaux bactériens dans les laits par FISH par rapport au dénombrement par culture Lactocoques et les Streptocoques.
sur milieux. « Appliquer la comparaison des méthodes dans des laits crus.
- Méthode exploitable pour des concentrations bactériennes comprises entre 104 et 100 cellules/ml, avec « Transposer la méthode en cytométrie de flux pour proposer une
une bonne corrélation entre les deux méthodes. alternative au dénombrement sur milieux.
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