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ETUDES BIOCHIMIQUES SUR LES BACILLES
DU GROUPE « COLI-AEROGENES » DU LAIT (2)

par

IRENE LIPSKA
(Ecole d'Hygiéne a Varsovie. Laboratoire de Biochimie. Directeur: Dr G. SZULC.)

A l'occasion de I'enquéte sur les conditions hygiéniques du lait
des villages polonais, j'ai examiné, durant 1932, neuf cents échan-
tillons de lait du district de Skierniewice (prés de Varsovie).

L'appréciation de la valeur hygiénique du lait comprend tou-
jours la détermination de la richesse en colibacilles, dont la présence
dans le lait décéle la souillure par des matiéres fécales. Vu la grande
hétérogénéité du groupe coli-aerogenes, sa grande valeur hygiénique,

(1) Reproduction interdite sans indication de source.

(2) Ces recherches ont été faites grace au fonds de la Section d'hygiéne de la Société des
Nations
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ainsi que son limportance pratique dans l'industrie laitiere (ce
groupe est la principale cause du boursouflementdes fromages),
j'ai isolé, de 600 :échantillons du lait, 200 colibacilles' fermentant
le lactose, pour en faire une étude plus détaillée.

En se basant sur les études de-WINsLOW KLIGLERet ROTHBERG
[25J, de KOSER[15], deSIMMOoNS[21] et de SINGER22], j'ai employé,
durant mes expériences, les techniques et milieux suivants pour
I'isolement et l'identification des colibacilles: -

A. lIsolement

1° Enrichissement dans le milieu électif au taurocholate de Na-
24 heures a 37° O.

2°. Gélose d'Endo, en boite de Petri - 24 heures a 37° O.

2°a Eau peptonée a 20/Ocontenant 1% de lactose et 2cc. de la
.solubion aqueuse de rouge neutre a 1-0/0- 48 heures a 37° C.

30 Gélose d'Endo, en boite de Petri - 24 heures a 37° €.

3°a Lait tournesolé a 37° O. - jusqu'a coagulation.

4° Gélose d'Endo en boite de Petri - 24 heures a 37° O.

4°?,B~uillon de viande.

5° Oulture pure sur ,bouillon gélosé incliné.

B. ldentification
1° Lait tournesolé.

20 Gélose d'End~ ‘inolinée - 24 heures a 37° O.

30' Bouillon' avec, papier a l'acétate de Pb) (H,S) - 7 jours' a
370 O.

4° Bouillon pour la réaction de l'indol (diméthyfaminobenzal-
déhyde 1 gr., alcool 95 cc., HOI conc. 20 cc.).

50 Bouillon contenant 1 % de glucose pour la réaction de
Voges-Proskauer; aprés 7jours a 37° O"ajouter Icc. de KiiH normale.

6° Eau peptonée contenant 1% de glycérine + la solution' de
rouge neutre.

'Eau peptonée contenant 1 % de sorbite '+ Ia solution de rouge
neutre .

.Eau peptonée contenant 1% de dulcite + la solution de rolige
neutre.

Eau peptonée contenant 1% de saccharose + la solution de
rouge neutre.
\ Eau peptonée contenant 1% de raffinose + la sohl;tion, de
.rouge neutre.

EaU: peptonée contenant 1 % de ;alicine + la solution ,de rouge
neutre.
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70 Milieu de Koser avec la modifica.tion de Simmons :

NH,H,PO, - 0,1gr., NaCl- 0,5 gr.; K,HPO, - 0,1gr., MgS0s-
0,02 gr., Na (citrate) ou Na, (propionate) - 0,5 gr., Eau distillée -
100 cc. + 1 cc. de la solution' alcoolique de bleu de bromothymol &
1,5 00"

Le milieu électif pour les colibacilles contient: 0,5 gr. de lactose,
0,5 gr. de taurocholate de Na, 2,0 gr. de peptone Witte, 100 cc. d'eau
distillée + 1,5 cc. de la solution de tournesol de Griibler.

L~s tubes a essai, ainsi que les petits tubes de fermentation de
.Durham, sont stérilisés d'avance a l'autoclave, ce qui permet de ne
stériliser le milieu que 2 fois a la vapeur d'eau.

Lé tableau | donne un apergu sur le groupement des 200 bacilles'
dans les 600 échantillons du lait provenant de 12 villages; les
analyses du lait sont présentées -par centaines avec les détails qui

. peuvent influencer le contenu de la microflore, ce qui pourra avoir
une répercussion sur la plus ou moins grande teneur en colibacilles.
Il faut surtout étre renseigné sur I'age du lait (en heures, depuis la
traite), la saison et la températlre du lait celle-ci déterminée au labo-
ratoire. L'influence de la haute température ambiante (les chaleurs
d'été de 1932 furent excessives) est nette sur le pourcentage des
colibacilles des deux derniéres centaines d'échantillons de lait, bien
que ceux-ci aient été transportés dans la glace depuis le mois de mai.

Suivant leur pouvoir de fermentation des substances' hydrocar-
bonées, les 200 bacilles peuvent é&tre répartis en cing especes
essentielles : Bact. neapolitanum, Bact. lactie aerogenes, "Bact. coli
communior, Bact. coli commune, Bact, acidi lactici, sans compter
quelques types aberrants; les 8 souches irrégulieres par leur fermen-
tation sont traitées séparément. Pour chaque centaine d'analyses de
lait, je donne le nombre de colibacilles qui ont décoloré la gélose
d'Endo; cette décoloration fut pour la premiére, fois observée et
décrite par CHIL.AREt LOFFLEHR5] .en 1925. Jai laissé provisoire-
ment a ces colibacilles le nom de Bact. coli. alcaligenes donné par ces
auteurs, mais ayant trouvé, durant mes analyses de lait, 65 souches
décolorantes, j'ai consacré a ces colibacilles une étude. spéciale qui
sera publiée prochainement. La colonne 8 du. tableau 1 indique le
nombre d'échantillons de lait fermentant le milieu d'enrichissement
au taurocholate de sodium, tandis que la colonne 2i montre le
nombre de souches du groupe coli-aerogenes isolées et étudiées; les
chiffres de ces deux colonnes différent entre eux, car je n'ai isolé de la
gélose d'Endo que les colonies présentant les caracteres typiques de .
Bact. coli; surtout en fin d'étude, j'ai limité le nombre de souches
étudiées a celles qui se sont montrées intéressantes dans un examen'
préliminaire. Malgré cette restriction, Bact, laciis aerpgenes et BaJct.
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‘ '
acidi lactici occupent la premiére place suivant leur pourcentage;

la frégquence de Bact. coli commune et de Bact. neapolitanum' est a
peu prés égale aux premiers - ce'qui est une vérification bactériolo-
gique des mauvaises conditions sanitaires' de la production du lait,
fait constaté par l'instructeur vis'itant les étables et les maisons des,
paysans,. Il est intéressant de.noter que l'étude que j'ai faite sur les
colibacilles des déjections des animaux, a révélé que, surSa souches
isolées, .7 appartenaient au type Bact. coli commune, 3 au type Bact.
lactis aerogenes et pas une seule au type Bact. ae:idi'Zactici, ce qui
semble indiquer que toutes les 'souches'a~ colibacilles des 'matieres
fécales. ne peuvent s'acclimater dans le lait, ni inversement. Parmi
les récentes études concernant le groupe coli-aerogenes de différentes
provenances,' je ne citerai a présent que celles de cHonGg cHeEN et

RETTGER [4], qui ont trouvé. dans la terre arable 20 souches de
Bact. coli commune sur 430 de Bact. Idctis raerogenee, et celles de
cHALMERs  [3]; qui a isolé du lait certifié, 268 souches, dont 92 n'ont

et dont lés 176 attaquant le
52 Bact. lactis aerogenes
présentant une grande

pas fermenté le lactose (paracolibacil~es)
lactose comprenaient 78 Bact. neapolitanum,
et 35 Baci. coli-commune : tous résultats
concordance avec les notres.

Passons maintenant a la discussion' des faits touchant chaque
espece. Le tableau 11 donne les détails d"analyse nécessaires -pour
identifier mes 200 souches. Je n'ai fait subir l'action fermentative de

TABLEAU 1.
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1

I. Baet. nea-politanurn. ......... 26 + + + + + + 19 9 10 20 19 51612
2. Bact, lacti«x aerogenes ....... 39+ + - + + + 17 8 30 27 13 3-3215
3. Bact, coli communier  ....... 14 + + + + + - 10 . 3 812 1 7,7
4. Bact, coli commune 254+ 4+ 4+ - - 4 19 9 51225- - 25
5. Bact, aC,idi lactici ........... 26 + + - - - - 11 7 317 14 - 1615
6. Py + -4+ +- 6 2 5 6 8 6 4
7. 4+ 4+ - - 2 1 - 27 3 3
8. 234 4+ - - — 4+ 12, 5 2151 11312
9. ’ 204 4+ 4- - — 10 4 31410- 14 8

_——
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mes colibacilles qu'aux seules six substances hydrocarbonées
mentionnées, car mes études ultérieures [16] m'ont .morrtré que ce
sont celles qui différencient le mieux les types de colibacilles. 'll faut
souligner que l'intensité de la fermentation peut étre augmentée
par des passages quotidiens dans le méme milieu; cette faculté
peut aussi s'affaiblir par une culture prolongée dans un milieu privé
de toute substance hydrocarbonée - voir a ce sujet les-mémoires de
KLIENEBERGERJ13].La colonne voisine indique la fluorescence du
rouge neutre dans le milieu fermenté, car derniérement .VASSILE;FF
[24].a étudié cette réaction, comme moyen' de recherche et de
numération des colibacilles dans le lait, mais, d'accord avec cet
auteur, dans !}esrésultats, ni cette réaction, ni aucune autre, a elle
seule, ne suffit a affirmer la présence du 'colibacille dans un milieu.

Quapt' a leur comportement dans. le lait tourneaolé, les souches
bien adaptées a la caséine caillent le lait- en un jour, parfois avec
dégagement gazeux, tandis que d'autres ne le caillent que faiblement
et lentement, en 10 a 11 jours; les plus faibles des souches étudiées,
acidifient seulement le lait tournesolé et l'eau peptonée a | « de'
lactose. .

Les nombres dans' la colonne de la gélose d'Endo indiquent les
souches qui aprés avoir donné un rougissemenbnormal du milieu le
décolorent ensuite : Bact. eoli alealigenes suivant CHIATUet LOFFLER
[5]. Quant a la production d'indol et d'hydrogene sulfuré: qui devrait
étre posit.ive en méme temps ,que la réaction- de VOGES-PROSKAUER
serait négative, on voit que seulement quelques souches de Baet.
néapolitanum réalisent cette condition; si nous ajoutons a ces don-
nées les résultats/ obtenus sur les milieux synthétiques liquides au
citrate et au propionate de sodium, le nombre de souches typiques
diminue, encore - car seulement 9 souches donnent la réaction de
I'indol et le développement sur le milieu au propionat'e, positifs, tandis
que la réaction de Voges-Proskauer et le développement sur le
citrate de sodium sont négatifs. L'exa~en de toutes les propriétés
permet de dire que le Bact. neapolitanum est caractérisé par une
forte production d'indol, par la réaction négative de Voges-Pros-
kauer, par uneferniéntationforte  d.usaccharose et duraffinose, moins
forte" de salicine et plus faible encore des trois autres substances
hydrocar bonées, enfin par une forte fluorescence du rouge neutre.
Il est intéressant de noter que les cing souches qui ne difféerent entre
elles que par le,degré d'intensité de toutes leurs propriétés provien-
nent d'une méme 17me série du lait.

, Passons ensuite au numéro 2 du méme tableau, qui donne les
résultats de I'étude des 39 souches de Buet. lactis aerogenes. On voit
que cette espece est plus homogene; é&lle est caractérisée par" une
forte fermentation des 5 substances hydrocarbonées a I'exclusion
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de la\dulcite, par la réaction positive, de Voges-Proskauet-, par la
croissance sur le citrate de ,sodium et par lefait que le lait est caillé
avec dégagement de gaz. Il faut aussi souligner le'haut pourcentage
de souches décolorant le milieu d'Endo. Sur les 39 souches, 15 sont
typiques, car elles montrent la réaction positive de Voges-Proska.uer,
négative d'indol, la croissance sur ~emilieu au citrate et l'absence de
développement sur le propionate de sodium, tandis que d'autres
souches présentent une discordance plus .ou moins grande de ces
caractéres. Quant a la fermentation du saccharose et du raffinose,
elle est de la: méme force, elle est plus faible avec la salicine et la
'soi-bite, et c'est, la glycérine qui est la moins attaquée. La 29me série
du lait a fourni les 7 souches de cette espéce; elles ne différent entre
elles que par le degré d'intensité de toutes leurs propriétés.

Examinons maintenant les numéros 3 et 4 du méme tableau en
les comparant, car les especes Bact. coli communio,r et Bact. coli
commune sont toutes deux d'origine fécale et ne différent entre elles
que par leur pouvoir, de fermentation. 'Elles sont ca.ractérisées, en
général, par une réaction positive de l'indol, le virage du rouge
neutre ainsi -que par la ré~~tion négative de Voges-Proska.uer ;
quant a la croissance sur le propionate de Na, élle atteint 100 e
chez le Bact. coli commune; dont les 25 souches sont bien uniformes,
tandis que les 14 souches de Bact. coli communior, fermentant cing
substarices hydrocarbonées (lasalicine n'étant pas attaq liée), présen-
tent plus de diversité .dans ces réactions. La décoloration du milieu
d'Endo ne fut observée que chez'20 et 21 pour cent des souches de ces
especes.

, Sous le numéro 5'du tableau on-voit les résultats obtenus pour
les 26 souches de Bact. acidi lactiei, qui ne fermentent' que la glycé- .
rine et la sorbite et donnent la réaction de VVoges-Proskauer toujours
négative. La réaction d'indol positive, de Voges-Proskauer négative,
la croissance normale sur propionate ainsi que l'absence de dévelop-
pement sur citrate de sodium ne furent constatées que.? fois, t~ndis
que chez d'autres souches les résultats sont fort disparates. Il n'y ~
que 11,5 % de cas de décoloration du milieu d'Endo. Dans cette
espece, considérée  comme spécifigue du lait, nous avons trouvé
3 souches sur 26 qui ne font qu'aciduler le lait tournes olé,sans le
coaguler,

Les premiers cing numéros du tableau présentent le comporte-
ment de toutes les souches dés espéces définies, et déja connues dans-
la littérature, de ce groupe des bactéries; on en concluf que méme
des especes bien homogenes vis-a-vis de la 'réaction de Voges-Pros"
kauer, comme par exemple Bact. lactis aerogenes ou Bact. coli
commune, présentent, par ailleurs, de nettes divergences.

Sur le numéro 6 de ce tableau, nous voyons les données concer-
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nant les neuf souches qui ne fermentent. pas la dulcite, comme celles
de Bact. lactis aerogenes, et la salicine, comme les souches du Bact,
coli communior; puisque la réaction de Voges-Proska uer est, en
,8 cas, 'positive, on peut considérer ce petit groupe, comme un type
de Bact. lactis aerogenes affaibli et ayant perdu la faculté de fermen-
ter la salicine (pour souligner ce fait, on pourrait nommer ces
souches « Bact. -aerocommumior »). Les quatre souches suivantes,
numéro 7 du tableau, different un peu, car elles ne sont pas actives
vis-a-vis du saccharose et de la salicine, en présentant la réaction
négative de Voges-Proskauer,ce qui semble indiquer leur parenté
avec Bact. coli commune ou peut-étre avec Bact. coli communior.

Les deux souches qui suivent, ne fermentent que la glycérine, la
sorbite et le raffinose; on peut supposer que les trois substances
hydrocarbonées, nommeées plus haut, .sont plus faciles a fermenter
pour les bacilles du groupe coli-aerogenes, car, méme dans les
especes de Bact. 'neapolitanum et de Bact. lactis aerogenes (espéces
caractérisées par un fort pouvoir de fermentation), on trouve que
plusieurs souches fermentent la dulcite, le saccharose et la salicine
plus tardivement et plus faiblement.

Ensuite vient, sous le numéro' 8 du tableau, un groupe de
23 souches qui peuvent étre ccnsidérées comme additionnant les
pouvoirs fermentatifs de Bad. lactis aerogenes et de Bad. coli com-
mune, et qui peuvent étre nommées « Bact. aerocommune », étant
donné que la réaction de VVoges-Proska uer est en 22'cas négative" ce
groupe est plus proche du Bact. colicommume.

De; suite, on voit, sous le numéro 9 du tableau, les données
concernant les 20 souches réunissant les caracteres fermentatifs de
.Bact. coli commune et communior : de fait, ils n'attaq uent pas le
saccharose,le raffinose ni la salicine ; la réaction de VVoges-Proskauer
est partout négative - ce serait le « Bact. communenior » mais
j'laime mieux ne pas créer ces barbarismes et laisser' toutes ces
souches sans nom, en me contentant de souligner 'leur caractére
mixte. Il ne reste que trois souches,' les plus faibles au point de vue
fermentatif, a savoir : la souche 23,, qui acidifie tardivement et
faiblement la glycérine et fortement la salicine, les souches 9 et 13;
qui n'attaquent que la sorbite, mais toutes les trois donnant sur le
milieu d'Endo des colonies coli typiques et fermentant bien I'eau
peptonée lactosé'e. Il'est connu, depuis Pasteur, que les microorga-
'nismes peuvent étre utilisés comme instrument bien précis d'analyse
chimique, car ils sont trés sensibles non seulement a la composibion
mais aussi a la Jtrr;:ucturestéréométrique des substances étudiées.
Quelques souches des colibacilles présentées sur le dernier tableau
semblent démentir cette opinion, car parfois elles font fermenter les
sucres sans se soucier de leur plus ou moins proche parenté ; par
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exemple, les souches 28, et 39, ont perdu la facult¢é de fermenter le
saccharose en fermentant bien le raffinose, la souche 31, n'est active
que pour la sorbite et le rafinose en laissant intactes la dulcite et le
.saccharose ; parmi ces quatre substances hydrocarbonées ne sont
acidifiés ,par la souche 15;; que la sorbite et le saccharose.

La grande diversité de caractéres de ces 200 souches isolées du
lait fait supposer qu'elles difféerent entre elles par la durée plus ou
moins grande de leur séjour dans le lait ou ses dérivés, ce qui se
‘traduit aussi par leur plus ou moins grande facilité a fermenter le
lactose dans l'eau peptonée et a coaguler le lait. Il est bien compré-
hensible que les souches, d'origine fécale, demandent plus de temps
pour s'accoutumer a d'autres sources d'azote et de carbone et a la
réaction souvent acide du milieu.

Le fait de la présence dans le lait, a c6té d'un petit nombre de
souches présentant des caractéres typiques (telles Bact. coli commune,
. et Bact. lactis aerogenes), d'un nombre plus grand de souches qui se
comportent jusqu'a un certain point seulement comme ces deux
espéces, fut observé et souligné par KLIMMERHAUPTet BORCHERS
[14] ; d'ailleurs, ces auteurs se sont contentés d'étudier en détail
seulement 10 souches du lait. GHEORGHIWt BARTH[7] ont étudié les
colibacilles des déjections humaines et animales, mais le nombre de
souches étudiées fut restreint (9 'souches), et leur examen biochi-
mique ne fut pas assez détaillé. Le mémoire de HICKSPI] présente
les résultats de I'étude 'de 150 souches d'origine fécale et de 50
souches du sol; cet auteur a constaté que 89,4 % de souches desx
déjections présentaient la réaction de Voges-Proskauer négative,
produisaient de l'indol, ,et.ne se cultivaient pas sur le milieu au citrate
de sodium - sur mes 200 souches du lait, 66 (330/0), seules, offren,t
les mémes caracteres. MAGALHAERDO9], dans son étude sur 1.290
.souchcs des déjections humaines, donne une classification en 16
groupes en se basant sur le comportement des colibacilles vis-a-vis
de la dulcite, du saccharose, et sur les réactions de Voges-Proskauer
et la production d'indol ; cet auteur considére que la production
d'inddl (98,6 0/0) est la réaction la plus caractéristique pour les
colibacilles d'origine fécale. D'aprés mes recherches, 120 souches
sur 200 (60 %) ont donné de lindol, 54 % ont présenté, en méme
temps, la réaction négative de VVogee-Proskauer. Suivant les données
de PAINE [20], la productiond'acétyl-méthyl-carbinol (réaction de
Voges-Proskauer) est suivie de sa destruction; je n'ai pas constaté
ce fait dans les cultures agées d'un mois qui ont été gardées a la
température  du laboratoire. On sait que l'action indologéne des
colibacilles peut disparaitre sous l'influence du bactériophage (selon
FRICKERet .LAURIN)[6J et du vert malachite (selon LOMMEL]17].
D'aprés mes expériences, la propriété de production-d'indol est bien
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. stable chez une souche dans les conditions normales de' culture,
mais je n'ai, pas étudié de plus prés cette question.

En 1920, BORDET et elUCA[2] ont constaté que l'on obtenait a
partir d'un B. coli normal, sous l'influence d'un exsudat leucocy- .
taire, un B. coli lytique glaireux; plusieurs auteurs ont, depuis,
confirmé 'ce fait que, sous l'action du bactériophage, un change-
ment d'aspect macroscopique et microscopiq ue de la culture nor-
male de Bact. coli avait lieu: le nouvel aspect fait penser a Bact.
lactis aerogenes, les' réactions biochimiques sont plus ou moins
changées (voir: GRATIA[9], GORY [8], D'HERELLE [10] et VAGEDES,
[23]). Depuis I~ 30me série du lait, je n'ai pas isolé de lal gélose'
d'Endo que des colonies.typiques de Bact. coli en laissant de c6té des
colonies, parfois plus nombreuses, qui furent plus épaisses, plus
luisantes et, en méme temps, mMoins rouges et moins transparentes;
par exemple, dans la 29me série du lait, seules les souches 29, 29, et
29,, ressemblaient un peu au Bact. lactis aerogenes, tandis que, sui-
.vant leurs propriétés biochimiques, appartiennent encore a cette
espece les souches 29, 29, 29, et 29,5, dont les colonies révélérent
de typiques colibacilles. On voit, par ce fait, que les caracteres
macroscopiques des colonies sur le milieu d'Endo. n'ont que peu de
valeur, et qu'on doit se baser, dans une étude des colibacilles;
davantage sur les propriétés biochimiques qui sont plus stables. La
variabilité de ce groupe, selon les mémoires tout récents de KLIENE-
BERGER [13], d'INa [12], de BECK [1] et deLo rzn [18], va plus loin
encore et les mutations des « colibacilles . en Bact. paratyphiques B
et en Bact. typhosus sont possibles et furent constatées par ces
auteurs. ‘.

Il est certain que la question de variation des' colibacilles, si
irltéressante au point de vue purement théorique, prouve que la
production hygiénique 9-ulait s'impose comme une nécessité, surtout
pour la Pologne, pays ou la consommation, en été, du, lait caillé cru,
est une habitude populaire.

CONCLUSIONS.

1° Les 200 souches de colibacilles isolées du lait peu vent étre
réparties' en cinq especes définies :

Bact. necepolitanuan. (13 %).;

Bact.lactis  aerogenes (19,5,%) ;

Bact. coli commune (12,5 0/0) ;

Bact. coli communior (7 0/0) ;

Bact. acidi Idctic» (13 %)r;

et en deux especes intermédiaires, dont la fréquence. est 11'5 00
et 10 %.
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.. 2° Les souches, bien diverses au point de' vue de leur pouvoir
lerrnerrta.tif atteignent 13,5 «
3° Le pourcentage de Baci. lactis aerogenes est beaucoup plus
élevé dans le lait; on I'a. réduit, par l'isolement, aux souches dont les
coloniessur lagélosedEndo  ont présenté les caracteres des colonies
de colibacilles.
4° Les colibacilles alcalisants (Bad. coli. alcaligenes de CHIARI
et LoFFLER) atteignent 32,5 0 .
5° Les propriétés biochimiques les plus caractéristiques des
colibacilles étudiés sont : le pouvoir fermentatif, la' production
d'in dolet la réaction de Voges-Proska uer.
6° L'étude des propriétés biochimiques prouve la grande varia-
bilité des souches de chaque espéce de colibacille. I
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