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CONTRIBUTION AU CONTROLE BACTERIOLOGIQUE
DU LAIT

par
Dr COSTAS G. MACRIS et COSTAS G. TZIVANOPOULOS

A. Action réd uotr-lce des microbes

1. Le nombre de microbes et le degré de contamination
du lait. - L'examen des aliments du point de vue hygéinique,
particulierement  ceux d'origine animale, est d'une- plus grande
importance pour la santé publique, que le. controle officiel des
marchés se bornant a constater les falsifications ou simplement
les altéra.tions, visibles a I'ceil nu, des aliments.

Le lait, .produit biologique d'une importance capitale pour la
nutrition de I'hnomme, est un terrain exceptionnel pour le déve-
loppement et la multiplication des microorganismes, surtout
pendant les saisons chaudes. C'est-ainsi que cet aliment important
devient souvent transmetteur devmaladies, notamment chez le
nourrisson et I'enfant.

Le nombre de tels microbes, chaque fois contenu par le lait,
détermine son degré de pureté et, réciproquement, son degré de con-
tamination.

La détermination du nombre de microbes et, notamment, celui
des colibacilles, présente un grand intérét du point de vue du eon-
tréle d'hygién~ du lait. Ces microbes qui, normalement, n'auraient
pas dd exister dans le lait, constituent un critérium important du
degré de contamination de celui-ci, et la source principale des coli.
bacilles est représentée par les matieres fécales des animaux et de
I'homme, lesquelles, par ailleurs, peuvent également contenir
bien d'autres microbes pathogénes.

Le contréle du nombre de colibacilles contenu dans le lait cru et,
plus spécialement, dans le lait pasteurisé, doit donc étre tenu pour
indispensable. Ce n'est que dans les pays ne possédant pas de con-
tréle d'hygiéne, systématiquement organisé, des alimente, qu'il est
permis d'offrir a la consommation du lait pasteurisé, sans que cer-



1
8 Dr OOSTAs G. MAORIS ET OOSTAs G. TZIVANOPOULOS.

taines restrictions sanitaires élémentaires aient été préalablement
appliquées.

L'abondance des colibacilles dans le htit cru dénote la n'on
observance des dispositions sanitaires requises au cours de la mul-
sion et de la récolte du lait, ou bien la contamination de celui-ci au
cours de son transport ou son transvasement, ou bien son stockage
défectueux.

La. présence de colibacilles nombreux dans .le lait' pasteurisé
constitue une preuve du fonctionnement défectueux des appareils
de chauffage,'. d'une mauvaise pasteurisation, d'une mauvaise con-
servation, d'une utilisation de récipients malpropres, etc.

Le contréle d'hygiéne du lait pasteurisé est d'une trés grande
importance, car la plupart s'imaginent, a tort, que tout lait pas-
teurisé est sain, exempt de microorganismes, et qu'il .peut étre
consommé sans danger.

Néanmoins, en l'absence de tout contréle et offert a la oonsom-
mation sans la garantie du producteur responsable, il devient dan-
gereux, plus particulierement pour le nourrisson et l'enfant aux-
quels, dans 1é but d'éviter toute perte de vitamines due a la cuisson,
il est frequemment donné cru.

En Allemagne, depuis février 1932, le contréle d'hygiéne prévoit
gu'un bon lait pasteurisé ne doit pas contenir plus de 150.000 germes
'microbiens par centimeéetre cube, ni plus de 30 colibacilles. On pro-
cede au contrdle en cultivant pendant dix-huit heures. a I'étuve,
0 cm" 1 delait sur dela' gélose additionnée de bleu de bromothymol
et de tripaflavine, ensuite on dénombre les colonies jaunatres qui
se sont développées. ,

Aux Etate-Unie, le contr6le d'hygiéne exige que le lait cru ga- .
ranti soit exempt de colibacilles. Par contre le réeglement ne,prévoit
rien a I'égard du lait ordinaire ni des diverses qualités de lait. pas-
teurisé.

En Angleterre, le controle d'hygiéne prescrit que le litre de lait
pasteurisé de premiére qualité ne doit paf;!contenir plus de 10.000
colibacilles. Quant aux autres qualités pasteurisées, le nombre de
colibacilles ne doit pas dépasser le chiffre de 100.000 le litre .

.En France, le décret du 26 avril 1939 prévoit qu'un centimétre
cube prélevé sur du lait pasteurisé garanti, ne doit contenir aucun
bacille des groupes Escherichia et Aerobacter. Ce' décret ne men-
tionne rien quant au nombre toléré de ces microbes dans le lait
pasteurisé ordinaire. Le décret du 28 avril 1939, relatif au contrdle
d'hygié~e du lait cru, ne prévoit également rien au sujet du nombre
de colibacilles.

, Selon le Code grec, et les ordonnances relatives aux aliments,
boissons et objets d'usage commun, Athénes, 1941 [1], il est inter-
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dit de mettre en vente du lait dont le degré de contamination
déterminé par son pouvoir de décompositioneet tel que la décolora.
tion du bleu de méthyléne a lieu en moins de deux heures.

Le Code grec distingue plusieurs qualités de lait

a) Bonne qualité. La décoloration du bleu de méthyléne a lieu
au bout de 5 heures et demie' & 10 heures.

Un centimétre cube de cette qualit¢ de lait peut contenir jus-
qgu'a 500.000 microorganismes.

b) Qualité médiocre. La décoloration a lieu au bout de 2 heures a
5 heures et demie.

Nombre de microorganismes par centimétre cube, de 500.000 3
4.000.000. '

c) Trés mauvaise qualité. Décoloration au bout de 20 minutes.
Nombre de microorganismes par centimétre cube, de quatre a
vingt. millions. . ,

.d) Qualité exceptionnellement mauvaise; Décoloration au cours
des premiéeres .virrgt minutes. 1

Nombre de microorganismes par centimetre cube, plus de vingt
millions.

A lire ce qui précéde, on peut aisément se rendre compte de
I'importance  universellement accordée au contréle des qualités de
lait susceptibles d'étre consommées sans cuisson, telles que le lait
cru garanti et le lait pasteurisé.

2. Les diastases microbiennes et le controle d'hygiéne
du lait. - La méthode la plus commode et la plus courante pour
déterminer le degré de contamination du lait, est celle qui se base
sur l'action altérante des produits du fonctionnement biologique
des microorganismes' du lait, c'est-a-dire, au cours de l'action de la
réductase et de la catalase.

La réductase microbienne présente une action tres différente de
celle de la réductase cellulaire du lait.

La technique de la réductase constitue un moyen aisé de con-
tr6le microbien du lait, parce que la décoloration du bleu de mé-
thyléne a lieu d'autant plus vite que le nombre des microbes ~xiso
tant dans le lait est plus grand.

La capacité d'activité de la catalase est basée sur la vitesse avec
laquelle se décompose le peroxyde d'hydrogéne par le lait ..

En Europe, et, plus particulierement, en Suéde et au Dane-
mark, la méthode de la réductase est trés en faveur, ses résultats
présentant un facteur d'estimation dans l'appréciation’ de la qualité
du lait. ]

En réalité, 1!'1méthode de la réductase ne peut étre considérée
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comme donnant des résultats absolu ment certains, car des facteurs
autres que le nombre, plus on moins important, de microbes,
peuvent également contribuer a une rapide décoloration du bleu de
méthyléne.

3. Action dénitrifiante des microbes. - Nombreux sont les
microbes en état de produire la dénitrification des matieres azotées.
Cette propriété n'est pas identique chez tous les microbes d énitri,
fiants. Elle varie, tant par son degré d'intensité, que par la nature
méme de son action. Au cours de cette action de décomposition, les
combinaisons nitriques peuvent é&tre transformées en nitrites, en
ammoniaque, .en oxydes d'azote, leur décomposition pouvant
méme étre poussée jusqu'a libération d'azote libre.

C'est SHGENBEIN [2], qui le premier (1864) s'est occupé de
lI'action dénitrifiante des microbes. Plus tard (1882) ROHMANN3]
constata que les fonds cl'égout ont une propriété puissante de dé-
composer les nitrates. GUYONet PETIT [4]. parvinrent a découvrir
dans les eaux stagnantes des égouts un microbe anaérobie doué
d'une action puissamment dénitrifiante. IVIAASSE] cultiva, dans
une solution de nitrate de soude additionnée de peptone, 106 especes
différentes de bacilles tirées du. sol. Il constata que les deux tiers,
environ, des microbes cultivés, étaient cause de décompositions
n'atteignant que le stade azoteux; l'autre tiers poussait la décom-
position jusqu'a formation d'ammoniaque et detlx espéces de
microbes parvenaient seules a pousser la décomposition jusqu'a la
production d'azote non combiné.

Les principaux microbes doué" de propriétés dénitrifiantes,
selon leur degré d'intensité, sont les suivants: B. Coli, B. vulgare,
B. prodigiosus, B -.putridum, B. jluorescens, B. pyocyaneum, B. eub-
tilis, B. lactis aerogenes, B. mucoides, le staphylocoque, etc. Le coli-
bacille, notamment celui de I'hnomme, a un pouvoir particuliére-
ment grand de transformer les nitrates en nitrites.

Le streptocoque, le bacille de la tuberculose et le gonocoque
n'exercent aucune action dénitrifiante.

B. Méthode de la nitroréductase

1. Avantages et inconvénients de la méthode. - Il ressort
de notre bref exposé que les colibacilles sont les microbes les plus
courants constituant le principal agent de contamination du- lait.
Nous venons de voir, par ailleurs, que ces bacilles sont doués d'un
pouvoir dénitrifiant intense qui se manifeste par la décomposition
des nitrates ‘'en nitrites. Selon notre opinion, cette action dn coli-
bacille ainsi que celle des quelques autres bacilles du groupe Coli,
etc., pourra.it servir de critérium important dans la détermination
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du degré de pureté du lait. Partis de cette idée, nous nous sommes
efforcés de créer une technique simple et utile en tant que consti-
tuant une méthode rapide et sOre de contr6le d'hygiéne du lait.

La méthode que nous proposons dans notre présente communi-
cation, nous l'appelerons « méthode de la nibroréductace », car elle
est basée sur l'action dénitrifiante des microbes du lait. Cette
action biocatalytique est d'une intensité proportionnelle au nombre.
de microbes dénitrifiants .. Lorsque nous déterminons donc, par
périodes de temps, la quantité de nitrites formée, a la température
de 37-4()o C., dans le lait examiné, apres l'avoir convenablement
dilué avec une solution d'un sel nitrique, nous pouvons déterminer
le degré de contamination d'un lait, par le colibacille et, d'une
maniére générale, par tous germes microbiens ayant la propriété de
réduire les nitrates en nitrites.

Nous pensons que, comparée a la méthode de la réductase, celle
de la « nitroreductase » donne des résultats plus sOrs car, tandis que,
dans la réductase, la décoloration du bleu de méthyléne peut étre
également due a d'autres agents, dans celle de la nitroréductase Ila
décomposition des nitrates est exclusivement due a l'action micro-
bienne.

On pourrait objecter, qu'en procédant au contréle d'hygiéne
du lait, par la méthode de la nitroréductase, certains microbes
importants, non doués d'une action dénitrifiante, tels que le
streptocoque et le bacille de la tuberculose, ne sont pas pris en con-
sidération. Néanmoins, nous ne croyons pas que cette objection ait,
en l'occurrence, une importance particuliere, ni qu'elle puisse cons-
tituer une critique sérieuse a l'égard de la valeur de la nitroréduc-
tase.

Nous savons qu'un grand nombre de méthodes sont préconisées
dans le contr6le microbien du lait, spécialement du lait pasteurisé.
Toutefois, aucune des méthodes existantes ne peut étre tenue pour
parfaite. Le bacille de la tuberculose est plutdt rare, sa culture est
particuliéerement  difficile et il est I'un des microbes aeporulés des
plus résistants, de sorte que la constatation de sa présence ne peut
servir de critérium chaque fois qu'il s'agit de déterminer si la pas-
teurisation du lait a été suffisamment poussée.

C'est la raison, pour laquelle on se sert fréquemment, pour ce
genre de contrdle, du colibacille qui est moins résistant a la chaleur
que le 1llycobact. tuberculosis. La recherche du colibacille a été
jugée comme pouvant efficacement servir au contréle d'hygiéne
du lait pasteurisé. Cependant, nous forons observer que la coli-
métrie, qui est la méthode la plus usitée, ne fournit qu'un indice
dans la détermination du degré de pureté du lait cru ou pasteurisé,
encore que cette méthode, basée sur une esuima.tion approximative
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du nombre de colibacilles, soit plus longue et plus compliquée que'
celle sie la réductase.

2. Technique de la nitroréduction. Nous donnerons
dans cette communication préliminaire la méthode que nous avons
essayée pour le contrdle d'hygiéne des laits crus et pasteurisés de
diverses provenances.

A. Instruments et produits nécessaires

1. Sel nitrate en solution stérilisée. On prépare cette solution avec
0 gr. 9 de chlorure de sodium et O gr. 1de nitrate de potasse dissous
dans 100 cm3 d'eau distillée. La solution est stérilisée par ébulli-
tion dans un Erlen meyer. On recouvre ce dernier avec de l'ouate
non hydrophyle.

2. Réactif Illosvay pour la recherche des nitrites. Ce réactif se
.compose de deux solutions:

a) 0 gr. 5 dacide sulfanilique dissous dans 150 cm3 d'acide acé-
tique dilué.

b) 0 gr. 2 de a.naphtylamine dissous dans 20 cm" d'eau chaude.
La solution est filtrée a travers un petit filtre dans 75 cms3 daoide
acétique dilué.

Le réactif Illo way est d'une sensibilit¢é de 1 : 5.000.000. Il doit
étre conservé dans deux flacons opaques, sinon la solution de
naphtylamine  s'altere. Il peut étre également utilisé sous forme
d'unique solution, il suffit de filtrer la solution de naphtylamine
dans la solution acétique d'acide sulfanilique. Nous avons constaté
que l'on peut augmenter la sensibilitté du réactif aux nitrites, en
utilisant séparément une solution a 10% de a-naphtylarnine et une
solution saturée de benzidine dans de l'acide acétique.

Pour la recherche des nitrites, on peut également utiliser une
solution aqueuse de sulfamidés. Presque tous les sulfamidés, au
contact des nitrites donnent la méme coloration rosée caractéris-
tique obtenue avec le réactif Illosvay au contact des solutions trés
diluées de nitrites. .

Lorsque l'on utilise le réactif Illosvay en deux solutions séparées,
on verse 2-3 gouttes de la solution de a-naphtylamine et ensuite
2-3 gouttes de la solution d'acide sulfanilique. Lorsqu'on utilise
ce réactif sous forme d'une seule et unique solution, on verse 5-6
gouttes de réactif dans le lait a examiner ..

A part les réactifs que nous venons de mentionner, la méthode
de la nitroréductase exige, comme matériel de laboratoire, des
éprouvettes stériles et une étuve ou un bain. marie susceptible de
maintenir une température constante de 37.400 C.
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B. Mise en pratique de la méthode

On prend 5 tubes & essais. Dans chacun d'eux on verse 10 cm3
de solution nitrate. A l'aide d'une pipette, on introduit attentive-
ment et rapidement (afin de ne pas contaminer le liquide) 0 cm 35
de lait dans le premier tube a essais, 0' cm" 4 dans le second,
0 ~m33 dans le troisieme, 0 cmé 2 dans le quatrieme et Ocms3 1 dans
le cinquieme. On les bouche tous avec un tampon. \

Ces tubes a essais sont chauffés a la température de 37-40° C. a
I'étuve ou au bain-marie, ét l'on note I'heure exacte a laquelle
I'expérience a été commencée.

Aprés un quart d'heure de chauffage, a cette température, a lieu
le premier contréle de la réduction du nitrate. On procéde aux
contrdles suivants, d'heure en heure. Lorsque le lait est extréme-
ment contaminé, la réaction décelant le nitrite apparait fortement
positive au cours de la premiéere heure.

Pour la recherche des nitrites on transvase successivement et
soigneusement dans des tubes propres, environ 2 cm" du lait con-
tenu dans les tubes chauffés a I'étuve et l'on y ajoute le réactif
Hlosvay, c'est-a-dire, dans chacun d'eux 2:3 gouttes de la solution
d'acide sulfanilique et 2-3 gouttes de la solution de a-napthylamine,
ou bien, 2-3 gouttes de solution de benzidine et ensuite 2-3 gouttes
de naphtylamine.

Si la réduction du nitrate est fr rtamenf avancée, le lait des
tubes d'essai, aprés écoulement de 1-2 minutes, acquiert une colo-
ration qui peut aller du rose péle au rouge cerise. En y ajoutant
la benzidine, la couleur devient plus vive et tend vers le violet.
Lorsque la quantité de nitrite contenue est de l'ordre de O mgr. I,
nous devons faire .remar quer que le réactif Illosvay 'est défaillant,
et I'on doit user de la solution de benzidine —miviede celle de naph-
tylamine.

C. Critique des résultats

Un lalt cru ou pasteurrse, tres pur, d6rme une reactiOnnela ive
ou tres faiblement positive. C'est-a-dire, qu'en l'espace de quel-
gues minutes, une légere coloration rosée peut se manifester, qui
correspond a une quantité de nitrite de l'ordre de 1 :10.000.000.

A ce stade, la réaction reste la méme pendant une période de
plusieurs heures. Ce n'est qu'aprés écoulement de dix-huit heures
que celle-ci .devient fortement positive (couleur rouge cerise).

Des laits considérés, selon le Code grec, de mauvaise qualité,
domient une réaction positive aprés une heure et demie de chauffage
a l'étuve.

Enfin, des laits trés impurs, c'est-a-dire, trés riches en coli-
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bacilles et autres bacilles dénitrifiants, donnent de fortes réactions
positives au cours de la premiére heure de chauffage a I'étuve.

Nous avons constaté que, dans la méthode de la nitroréductase,
l'usage de laits trés dilués, tels que ceux employés dans nos expé-
riences d'essai, donnent de meilleurs résultats. Lorsque le lait n'est
pas suffisamment dilué dans la solution de nitrate, son oxydation
pourrait entraver le cours de la réduction. Llse pourrait méme que
celle-ci contribue a la réoxydation des légeres quantités de nitrit~,
initialement formées, par I'action des microbes, fortement décom-
posante au début.

Nous continuons systématiquement nos recherches, dont nous
espérons p,ouvoir donner les résultats dans une prochaine étude.

Conclusion

L'action des différents microbes pendant la période de leur
fonctionnement biologique, fournit un terrain de recherches extré-
mement intéressant.

L'une de ces formes d'énergie est l'action dénitrifiante possédée
par des microbes variés et, en particulier, par le colibacille.

Dans notre présente étude, nous proposons, pour le contrble
d'hygié~e du lait, l'utilisation de la propriété que possedent les
bacilles du groupe Coli, ainsi que certains autres germes microbiens
bacilles provenant du sol, de décomposer les nitrates en nitrites, ces
microbes étant les agents principaux de la contamination du lait.

La technique de la nitroréductase (selon le nom que nous avons
donné nous-mémes a notre méthode) est basée sur la recherche,
dans le lait examiné, des nitrites formés par suite de la décomposi-
tion des nitrates, le lait ayant préalablement été dilué avec une
solution a 1% de nitrate de potasse et tenu & une température de
37-40° C. dans un bain-marie ou une étuve.

Le résultat de la réaction positive causée par les nitrites, en
corrélation avec la réduction plus ou moins avancée des nitrates
et le temps écoulé dans l'accomplissement de cette décomposition,
peuvent constituer un critérium de valeur dans la détermination
du degré de pureté et réciproqguement de contamination du lait.

La méthode de la nitroréductase peut étre considérée comme
étant plus sure, dans le contrdle d'hygiéne du lait, que celle, actuel-
lement en faveur, de la réductase, parce que son résultat positif
est exclusivement dO aux agents microbiens, tandis que dans
la méthode de la réductase d'autres agents peuvent également
intervenir.

(Institut  chimique et bactériologique,
22, rue Socratous, Athénes.)
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LE DOSAGE DE LA MATIERE GRASSE DES CREMES
PAR LA DETERMINATION DU TAUX D'HUMIDITE (1)

par
ANDRr}, CAMUS, JACQUELINE BURDIN, ANNIE LE GUEN

(Sf.ation Centrale de Technologie  Agricole, Paris)

Les nombreuses méthodes utilisées pour le dosage de la matiére
grasse des crémes sont des méthodes aoidobu t.yrométr iques. L'ac-
cord n'est pas total sur la valeur de chacune et I'on peut dire qu'au-
cune ne s'est imposée d'une facon absolue a I'ensemble des utilisa-
teurs.

Nous rappellerons tout d'abord quelques-uns des reproches qui
peuvent leur étre adressés:

1. Dans les meilleures conditions d'utilisation, il n'est pas pos-
sible d'apprécier dans la lecture des butyrométres plus d'une demi
division. C'est dire que la matiére grasse des créemes, par ces mé-
thodes, est mesurée, au mieux, & 0,5% prés. Les écarts observés
sont souvent plus grands. Nous ne tenons pas compte, dans cette
approximation, des erreurs, inhérentes a toutes les méthodes, qui
peuvent étre commises au cours des prélevements d'échantillons;
ils'agit la d'un autre probléme qui n'a pas encore obtenu de solution
satisfaisante:  celui de I'nomogénéité des échantillons.

2. Elles utilisent des acides concentrés dont la manipulation
présente un certain danger.

3. Elles nécessitent un matériel onéreux et le prix de revient de
l'analyse est assez élevé.

Nous avons pensé que la méthode simple basée sur la détermina-
tion de I'numidité de la créme présentait peut-étre une précision
suffisante et une simplicité plus grande.

(1) Comrnunication présewtée au, Fllle Con ¢rés  International des  Lrulustries
A grieole8, Bruxelles, 9-15 ju illet 1950.



