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LE CONTROLE HYGIENIQUE DU LAIT
Une méthode  pratique ‘et si mplede coli métrie

par EMILIO ZAP ATERO
Département dlHyg iene et de Microbiologie de la Facult¢ de Médecine -
de Vall'adolid (Espagne)
Directeur: Prof. Dr Emilio ZAPATERO.

Le grand nombre de travaux parus ces derniéres années sur la
recherche et la détermination du groupe « Coli aérogénes» dans le
lait, indique bien I'importance de la question. Dans le présent
travail, nous n'allons pas nous occuper de l'étude de la signification

. (1) Reproduction interdite sans indication de source.
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de la présence des bacilles qui constituent ledit groupe dans le lait,
ni de l'importance ;pratique de laguestion dans le domaine de I'ins-
pection sanitaire de cet aliment. Nous avons déja traité tout cela
dans d'autres publioat.ions (1).

Nous allons exposer ici uniqguement la"technique que nous avons
suivie dans nos travaux, afin de la soumettre a l'examen et a la
critiquedeeeux gtri a'lrrtéressent  a ces questions. Si de la discussion
sort une méthode qui soit adoptée par tous, afin que les résultats
soient comparables et que I'on aboutisse a la solution du probleme,
.nous nous considérerons comme satisfait.

Nous avons commencé nos déterminations 'colimétriques dans
I~\lait en l'année -1930 et le point de départ de notre étude. fut
la technique proposée par les italiens NERI et SIMONETTI(Ann.
d'1g., 1930, p. 345). Ces auteurs utilisent; comme presque tous,
la fermentation du lactose comme base de la méthode. Nous nous
sommes bientdt co'nva.incu de la nécessité d'une méthode plus'
sélective afin de fonder le titre colimétrique du lait sur le colibacille
de type fécal exclusivement.

Dans le dernier de nos travaux (récemment analysé dans cette
Revue) nous avons exposé les raisons qui nous ont induit a penser
.de cette facon et a adopter la conception suivante du colibacille:
bacille court, aérobie facultative, peu mobile, sans ca-psule, extrémités
arrondies,” sans spores, ne prend pas le Gram, ne liquéfie pas la géla-
tine, fermente avec acide et gaz le lactose, avec acide et gaz tardifs La
dulcite, ne fermente ‘'pas le saccharose, coagule le lait, vire le rouge
neutre et. le rouge de phénol, 'produit de l'indol dans les milieux pep-
tonés, est négatif au Voges- Proslcauer et positif au rouge de méthy?e.

Nous avons donc décidé de préparer un milieu a base de dulcite.
En étudiant la bibliographie nous avons pu constater l'unanimité
existant chez tous les auteurs .sur .la fermentation de la dulcite par
le colibacille. Nous pourrions reproduire ici les opinions des divers
auteurs américains, mais nous nous limitons & celle de l'un des
auteurs qui ont le mieux étudié .les propriétés fermentescibles du
colibacille, -nous voulons dire Besson. Cet auteur donne huit'bases
(BESSON: Technique Microbiol., 1924, pages 752-29) pour l'identifi-
cation du colibacille. En sixiéme lieu figure la suivante: «la fermen-
tation constante de la dulcite avec production de gaz dans l'eau
peptonée. »

Nous avons commencé nos recherches en comparant les résultats
obtenus avec la méthode de NERI et SIMONETTI(lactose) et avec la

(1) E. zapaTERO. Contribution a I'étude de:la bactériologie du lait, Valladolid,
1932. - Le colibacille dans le lait du marché, Reo, de San. e Hig. Pec., Madrid, novern-
bre 1932. - Le controlé -hygiéniquedu lait par la colimétrie, Bull .. de t'Usiioereité
de Santiago (Espagne), 1935.
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nbtre (dulcite). Une difficulté se présenta: la dulcite est un « sucre»
cher et ceci ne permet pas de l'employer dans une méthode qui pré-
tend s'appliquer & la pratigue quotidienne du contréle sanitaire du
lait. 1l fallait donc trouver le moyen de travailler avec de trés faibles
guantités. Lo

Aprés divers tatonnements dans la détermination do la dose
'minima  utilisable, en procédant comme le fit, Besson pour le
glucose, nous avons trouvé qu'on pouvait travailler avec une con-
centration de cing milligrammes par centimetre cube de milieu et
qu'il sulfisa.it>de mettre dans chaque tube cette quantité. En
conséquence, nous avons préparé notre milieu de la fagcon suivante :/

Grammes
Extrait de viande Liebig .. ,....... ... .. .. 10
Peptone P 10
Chlorure dgsodium. . .............. ...... 5

Dissoudre a chaud l'extrait de viande; dissoudre a part et, égale-
ment a chaud la peptone et le chlorure de sodium. Meélanger les deux
solutions et ajouter de l'eau pour compléter a un litre. Neutraliser
simplement au carbonate de soude NilO, filtrer, ajouter 5 crn" d'une
solution a 1% de rouge de phénol dans le carbonat_~.de soude NilO'
et stériliser a l'autoclave.

Dans notre désir de rendre la méthode la plus simple possible,
nous nous sommes borné a neutraliser en présence du papier. de
tournesol, et, bien qu'on ait en vérité simplifié au maximum les
techniques d'ajustement du pH, la premiere est toujours la plus
simple.

D'autre part, nous avons préparé une .solution de dulcite dans
l'eau distillée a raison de 5 milligrammes par centiméetre cube, et
nous l'avons stérilisée. 1l est plus commode de mettre la solution
dans des ampoules d'un cent.imétrevcube que' I'on verse dans le
milieu a analyser .au moment 'de I'emploi.

Le milieu a analyser est réparti la veille de son emploi dans a:e
petits tubes a hémolyse' (nous avons utilisé ceux de 100 x 10 mm.)
a raison d'un centimetre cube du bouillon au rouge de phénol et un
autre (ou une ampoule)', de la solution de dulcite. On mélange bien
en faisant rouler les tubes entre les deui mains et on les porte a
I'étuve & 370 jusqu'au lendemain ou ils seront ensemencés. L~ milieu
doit étre parfaitement limpide et teinté de rouge:

Au début, nous avions introduit dans les tubes, des cloches de
fermentation, mais nous avons constaté que, avec la dulcite, le
colibacille a coutume de donner les .gaz tardivement (quelquefois,
on ne les a pas avant 48 heures et plus), et comme nous cherchions
une. méthode rapide, puisque I'échantillon de. lait doit étre déter-
miné le plus vite possible dans la pratique laitiere, nous avons décidé
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de supprimer le petit tube de fermentation et de nous limiter unique-
ment aux renseignements fournis par le virage au jaune du rouge de
phénol, ce qui, comme nous l'avons bien établi, est suffisant:

Une fois le milieu préparé dans la forme indiquée et les tubes
retirés de I'étuve, on procede a l'ensemencement du lait. Celui-ci est
dilué dans une solution saline physiologique stérile et les dilutions se
préparent selon l'objet que l'on poursuit : si I'on veut vérifier ra
sensibilité de la méthodé, on prépare des dilutions dont les titres
soient aussi proches que possible. En ce qui concerne I'applicatiop.
a la pratique, il faut tenir compte que la dilution doit étre plus
grande s'il s'agit de lait cru que s'il s'agit de lait pasteurisé ou stassa-
nisé. Nous détaillerons cela par la suite.

Pour la vérification de la sensibilité et de l'utilit¢ de la méthode
nous avons nous-mémes procédé de la maniére suivante:

Préparer dans une série de 11 tu:bes les dilutions de lait dans la
forme exposée dans le tableau qui suit et ensemencer | crn" de chaque

dilution dans chaque tube de milieu.
0 0
Tube A : gcm?® 7 de solution saline + ocm® 3 de lait = 1/10

Tube B : cm® 7 de solution saline + o €M 3 du tube A = 1/100

Tube C: cm® 7 de solution saline *+ cm3 3 du tub~ B = 1/I: 000

En partant de ces trois dilutions on prépare la série :

Quantité de

, Jlait cm"
'Pube 1: 1cm3 du lait entier . 1
Tube 2: E,cm3 du tube A . 1/10 0,1
Tube 3: cm35dutube A + 0,5 de sol sal, . 1/20 0,05
Tube 4: Ocm3 2 du tube A + 0,8 de sol. sal. . 1/50 0,02
Tube 5: 3cm3 du tube B . 1/100 0,01
Tube 6: ¢ cm3 5du tube B + 0,5 de sol. sal, o 1/200 0,005
Tube 7: cm3 2'dutube B + 0,8 de sol. sal. . 1/500 0,002
Tube 8: écm3 du tube C . 1/1000 0,001
l'ubs 9: 0 cm3 du tube C + 0,5 desol. sal, .. " . 1/2000 0,0005
Tube 10: 0 cm3 du tube C + 0,8 de sol. sal. . 1/5000 - 0,0002
Tube Il : cm3 1du tube C + 0,9 de sol. sal . . 1/10000 0,0001

Si .nécessaire, on peut allonger la série en préparant un tube
D au 1/10.000e et continuer. L'exact.it.ude augmente si, a chacune
de ces dilutions, on ensemence 2 tubes de milieu, et un résultat
positif s'obtient quand le virage se presente dans les 2 tubes ense-
mencés avec la méme quantité. '

Le positif se décele lorsque les tubes qui contiennent des coli-
bacilles virent au jaune. Par conséquent le coli-titre de I'échantillon
(quantité minima de lait qui accuse la présence du coli) nous est
donné par le dernier tube qui présente le virage au jaune. Par la
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dilution ensemencée nous calculons le nombre de B. Coli par cen-
timétre cube de I'échantillon:

R Coli par B. Coli par

centimétre  cube centimétre  cube
Tube I' 1 Tube 7 500
Tube 2 10 Tube 8 1.000
Tube 3 . 20 Tube 9 2.000
Tube 4 , . 50 Tube 10 5.000
Tube 5 100 Tube I 10.000
Tube ti ..e....... 200 Tube 12 témoin.

Il convient de mettre toujours un tube témoin pour nous ~ssurer
de la stérilité du milieu et de I'absence de virage.

Voici la marche que nous avons suivie pour Vvérifier notre
méthode. Une fois les tubes ensemencés et portés a I'étuve’ a 37°
pendant 24 heures, on procéde a la lecture des résultats. Le coli-.
.titre nous est donné par le dernier tube qui a viré.

La vérification s'est effectuée comme suit : parallelement a
chaque tube nous 'avons ensemencé une plaque d'Endo avec la
méme dilution etles colonies rouges' obtenues ont été soumises aux
essais suivants:

1° Examen microscopique: morphologie, mobilité et Gram.

2° Fermentation du lactose en milieux liquides (eau, peptone), avec tube
dl:'fermentation.

3° Fermentation de la dulcite dans les mémes condit.ions.

4° Nori-fer-mant.at.ion  du saccharose.

5° Coagulation du lait.

6° Non-liguéfact.ion de la gélatine.

7° Réduction du rouge neutre.

8° Production d'indol dans l'eau peptonée.

9° Réaction de Voges-Proskauer  -nég'ltive.

10° Réaction du rouge de méthyle positive.

Nous avons pu voir que les colonies constituées par des germes
qui répondent a toutes ces caractéristiques sont toujours présentes
dans-les tubes qui présentérent le virage au jaune et n'‘ont jamais été
obtenues dans ceux qui n'ont pas viré.

Nous devons avertir qu'en une certaine occasion certaines
colonies rouges dans I'Endo étaient constituées par un germe qui
ne fermentait pas la dulcite, mais qui fermentait le saccharose, avec
Indol négatif :ilne s'agissait donc pas par conséquent du germe que
nous cherchions.

Dans le tableau ci-aprés nous reproduisons, en A, un aspect de
I'échantillon avant de le retirer du tube de fermentation, et en B et
C deux aspects de la forme dans laquelle nous le réalisons cou-
ramment. Les derniers tubes des trois séries sont des témoins.
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Nous avons comparé notre technique avec plusieurs des diffé-
rentes méthodes pour la colimétrie dans le lait. Nous avons 'ét.u-
dié¢ les méthodes suivantes: .Pegallac, Pancosm,” Rotemberg,
Kufferath, Simonds et Zavagli. Les résultats nous ont conduit a
classer ces méthodes sous le rapport de leur sensibilité dans la forme
que nous indiquerons ci-aprés. Auparavant il est intéressant de nous
référer a la comparaison de notre milieu avec ceux qui utilisent le
lactose. -

(ofidaclllt'$
p.c.C.
10.000

9,000
8.000
7.000
6.000

\

5.000

4.000 2--11-1 1 l-——-11-1 U RS PO Ty PR |
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Comme nous l'avions déja supposé, les colititres obtenus avec
le lactose sont plus hauts que ceux obtenus avec! la dulcite. Ceci :
nous indique que dansla-fixation du.. colititre-lactose» interviennent
non seulement les, B. Coli non fécaux, mais aussi les B. paracoliet
autres germes (streptocoques, ferments lactiques, etc.) capables de
fermenter le lactose, et qui constituent -une partie de la flore micro-.
bienne du lait.

Au contraire, avec notre méthode, nous obtenons le colititre
sur la base du colibacille dont les caractéristiques sont rapportées
par tous au type ((fécal», seul germe a qui l'on puisse ooncéder Ia,
_signification nécessaire pour juger de la oontamination fécale du
lait. Et comme nous avons déja suffisamment discuté de cela 'dans
nos publications précédentes plusieurs fois citées, nous n'insisterons
pas davantage.
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Le critérium que nous avons soutenu, et d'aprés lequel on ne
doit pas utiliser ,les milieux a base de lactose,. est confirmé par-
I'étude comparative avec les diverses techniques que nous avons
citées auparavant, de notre milieu (que nous appellerons doréna-
vant «Z». Cette étude nous amene a classer' ces méthodes dans
. I'ordre suivant:

1o Simonds et « Z));20 Zavagli ; 30 Kufferath et Pegallac ; et
4o Rotemberg et Pencosm.

Avec le milieu de Pencosm, nous avons constaté qu'il n'y avait'
pas de virage dans des tubes dont le rée~semencement accusait la
présence du colibacille. Avec celui de Rotemberg, nous n'avons pas
vu les fluorescences dont parle l'auteur; le milieu vire aujaune en
présence du B. Coli. Celui de Pegallac vire au blanc rosé et donne
des gaz. Avec celui de Kufferath, on obtient -des colonies de'B. Coli
de ,surface lisse, avec bords bien définis, br-illantes, grandes et
.aplaties. L'allongement et l'incurvation dont parle l'auteur dans les
corps bacillaires seraient, & notre avis, la conséquence d'un .état de
variation.

Le milieu de Zavagli, qui peut étre considéré fondamentalement
comme un Endo liquidé, dénonce le colibacille par le virage au
rouge et la production de gaz. Celui de Simonds donne des colonies
d'un. halo jaune rougeéatre avec le B. Coli et le bleu verdatre avec
B. aerogenes. Sur ce terrain'le B. Coli fécal se développe avec diffi-
culté ; parcontre,l'aérogene pousse tres bien et vire avant 24 heures
le bleu de Prusse.

Avec le milicil« Z » nous avons déja dit qu'il se produn un virage
au ja:une quand se dévelo,ppe le colibacille de type fécal; il reste sans
aucun changement quand il s'agit de B.aerogenes. ,

Dans une premiére sélection de ces milieux, nous 'a;ons mis de
cOté ceux de Pegallac, Pencosm et Rotemberg,-parce que la quantité
minimum de lait qui accusait la présence du colibacille était plus
importante que dans les autres.

Dans uné seconde partie, nous avons essayé les milieux de
Kufferath, Zavagli, Simonds et le n6tre. Nous avons trouvé avec
les deux premiers des colititres plus élevés que d~ns les seconds, ce
qui indiquait un pouvoir sélectif, et par.suite une plus grande sensi-
bilité, en faveu~ des derniers.

La plus petite différence s'est trouvée entre le Simonds et le
« Z». Le, premier est un bon milieu pour distinguer le B. Ooli de
B. aerogenes ; il a cet inconvénient: le B. Coli (qui est ici celui qui
nous intéresse) se développe difficilement; ilse préte donc beaucoup
mieux a l'étude de 'B. aerogenes.D'autre- part, le milieu de Simonds
requiert certains soins et de la précision dans sa préparation,
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chose: qui, si elle n'a pas d'importance dans les laboratoires spéciali-
sés, est un inconvénient quand il s'agit de techniques d'application
a la pratique laitiére.

En outre, l'apparition des colo~ie8 de B. Ooli avec le halo jaune
est plus lente que le virage du milieu «Z». Ces colonies de halo
jaunatre réensemencées dans le milieu «Z» ont produit le virage,
tandis que les autres, nées dans la méme plaque, y compris celles
de halo bleu verdatre (B. aerogenes), n'ont pas pr'oduit le virage.
Cette' méthode nous a servi par conséquent pour constater une fois
de plus la sélectivité du milieu «Z» en ce qui concerne sa capacité
de différenciation du B. Ooli et de B. aerogenes:

D'autre part, il est nécessaire de vérifier le mécanisme de la
sélection du milieu de Simonds, qui parait due a la présence du ci-
trate, ce milieu étant, en somme, un milieu synthétique.

L'action sélective de la dulcite est donc hors de doute. Cepen-
dant, le mécanisme intime de la fermentation de ce « sucre» par
le Coli n'est pas trés clair. A cet objet, nous tenons actuellement
en marche quelques investigations qui, nous l'espérons, nous écl~i-
reront sur ce point concret. )

De toutes fagons nous dirons que le dit procédé .fermentatif
doit étre compliqué puisque le colibacille existe dans le lait en pré-
sence d'autres germes, et cette véritable culture associée doit rendre
plus complexe la fermentation et influencera peut-étre I'activité du
germe.

On sait en-effet que le B. Ooli perd la propriété de donner des
gaz avec le lactose en présence du B. paratyphique B et du B: de
: Gértner. Cette influence de la culture associée doit étre nulle ou
minimum dans le cas de la dulcite. En effet, nous avons fait des
essais qui montrent que, si I'on maintient a I'étuve les tubes ense-
mencés qui n'‘ont pas viré au jaune, le développement des autres
germes ensemencés avec le lait ne modifie nullement la couleur du
milieu. Au contraire, quand il est en présence du colibacille, il vire
et souvent trés vite.

Ces expériences nous démontrent qu'en présence de la dulcite,
le virage du rouge de phénol, dans, nos conditions, -ne' se réalise
que quand le colibacille est présent dans le lait ensemencé. Nous
avons maintenu’ a I'étuve pendant plusieurs jours les tubes non virés
et il s'est produit un abondant développement microbien (fort
trouble et formation de voiles ou anneaux a la surface des tubes),
sans virage tardif: ceci prouve que la croissance des autres germes
du lait, dans lesdites conditions, différents du B. Ooli, ne sont pas
capables de faire virer le milieu. ,

Dans le cours des recherches que _nous effectuons; nous suivons
le cO~1.rsu développement des cultures avec courbe de la multipli-
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cation du germe et des variations du pH de la culture. Nous espérons
que le résultat nous conduira a une meilleure connaissance de ces
faits. -

Ce qui reste donc bien manifeste, c'est I'action; que nous pourrions
appeler «epécijique», de la dulcite dans le procédé pour lequel nous
proposons de l'utiliser.

Dans Il'application pratigue de la méthode, il est nécessaire
de faire les ensemencements et les dilutions selon la technique que
.nous avons exposée. S'il s'agit d'un lait cru, il suffira d'ensemencer
des dilutions a ljlooe, ljl.oooe et 1jl0.000e par exemple.

Pour le moment, la colimétr ie netrouve pas de grandes applica-
tions dans le contrdle du lait cru, mais on peut supposer qu'elle
trouvera ses applications dans l'avenir lorsqu'on se sera mis d'ac-
cord sur la technique, sur le colititré tolérable et sur d'autres
. points d'importance fondamentale. Mais, ou la colimétrie rend de
magnifiques services, c'est dans -le contréle du lait pasteurisé ou
stassanisé.

Nous avons réalisé I'étude expérimentale (1) de la stassanisation
a la station de I'Institut  Municipal de puériculture de Valladolid, et
nous avons pu constater les inestimables services que rend la mé-
thode dans le contréle du fonctionnement des appareils. Nous
disons en passant que, dans ces travaux, nous avons vérifié aussi les
gualités de la méthode-de Stassano et sa supériorité sur la pasteuri-
sation.

Dans ces circonstances on peut faire- des ensemencements com-
pris entre 0 cm3 5 et 0 cm" 01 du lait sans diluer, et ensuite, étant
bien entendu que le lait soumis a ces traitements ne doit pas con-
tenir de B. Coli dans 1 cmé ou dans 0 cm" 01, il suffit d'ensemencer
deux tubes avec cette quantité et de les accompagner d'un témoin
en permanence dans l'étuve : si le jour suivant les deux tubes ont
.viré au jaune, le Coli existe dans cette quantité et I'on doit ordonner
une inspection des machines ou des autres appareils d'élaboration
employés dans la pasteurisation ou stassanisation.

Quand on ensemence 1 cé de lait pur, on doit en utiliser 2 du
milieu, et diluer au double celui de lait dans urie eauphY8iologique
stérile, pour que la couleur rouge du milieu continue d'étre bien
visible au lieu d'étre masquée par la blancheur d'une quantité aussi
grande de lait. . B ,

Les expériences exposées dans nos publications antérieures
montrent comment l'application de la méthode permet de décou.vrir
le manque de soins de propreté dans l'opérationde la traite, puinque
ce défaut se reflete parfaitement dans les résultats de la colimétrie,

(1) E. zarpATERO et 'J. M. BRUNA. L'hygiénisation du lait par la méthode de Stas-
sano, ,Revue de Big. y San. Pub., Madrid, décembre 1933.
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qui sont altéréspar un simple lavage des mains de celui qui fait la
traite, lavage qui se traduit par un abaissement considérable du coli-
titre obtenu.

Nous croyons par conséquent avoir donné un procédé trés com-
mode, simple, exact et d'application facile pour le contréle bactério-
logique du lait.

(Valladolid, décembre 1935.)

LA RECHERCHE ET LE DOS"AGE DE L'URINE'
DANS LE LAIT

par
Dr Lascar BURUIANA

(Laboratoire  de Chimie ;Biologique de la Facult¢ de Médecine Vétérinaire
de Bucarest.)

On ne cite, jusqu'a ‘ce jorir, aucun cas de fraude consistant le
coupage du lait avec de l'urine, quoique cette falsification puisse
passer inapercue, a cause de la difficulté de la reconnaitre.t I'aide
des méthodes einployéespour déceler le coupage avec de l'eau.
Pour vérifier cette affirmation nous avons préparé quelques échan-
tillons dans lesquels le taux de l'urine était de 30% et nous' avons
déterminé, avant et aprés, les constantes suivantes: densité, indice
de réfraction, et point cryoscopique. Les résultats obtenus sont
donnés dans' le tableau ci-dessous:

TABLEAU 1.

Densité tindice de réfraction Point  cryoscopique
Echantillon de lai t i
I'Lait avec ILait avec ) 1 Lait avec
Numéros, (1) Lait p=: 30 ~. Lait Pur 30 % Lait pur' 30 »
durine d'urine d'urine
1 cviiiiiiiennan 1027,2 1026,8 35,5 36 ~0,51' -0,90
2 i 1029 1029,3 38,5 38,7 -0,53 -0,78
3 . 1031 1032 39 39 -051 -0,72
A i 1032 1032,5 38;5 39 '--0,54 --.0,80
(1) L'échantillon (1) était falsifié avec de l'urine humaine, de 'densité-1023; les

autres, avec de l'urine de vache qui, on le sait, a une densité plus forte' (variations
entre  1030-1045).



