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RECHERCHE, DANS LE LAIT EN NATURE,
DE CERTAINES BACTÉRIES PATHOGÈNES

POUR L'HOMME

C. RECHERCHE DES STREPTOCOQUES

Des streptocoques pathogènes pour l'homme peuvent être
rencontrés dans le lait en nature; il n'est généralement pas aisé de
'les identifier. ,

Ces streptocoques appartiennent le plus souvent au groupe
St. pyogenes. •

Toutefois, pour résoudre autant que possible le problème posé
par l'ensemble des streptocoques du lait, nous donnerons un aperçu
des bases de l'identification de ces germes.

Quantité de lait nécessaire: 10 cm" (recueillis aseptiquement),
Milieux de culture (1) et matériel:

6-10 tubes de gélose-sérum.
6-10 tubes de bouillon de viande-sérum lactosé.
6-10 tubes de lait au bleu de méthylène à 1 p. 1.000.
6-10 tubes de bouillon-hippurate,
6-10 tubes de gélose-sang.
1 tube à centrifugation.

Principe.

Les germes du groupe St, pyogenes exigent, pour leur développe-
ment, l'addition au bouillon nutritif ordinaire de sérum sanguin
ou de sang ... Ils cultivent à 370 et non à 450 ; ils ne se développent
pas en lait écrémé contenant du bleu de méthylène à 1 p. 1.000 et ils
sont incapables d'hydrolyser l'hippurate de soude; ils sont, le plus
souvent, hémolytiques (caractère complémentaire du pouvoir.
pathogène).

Technique.

A l'aide d'une pipette stérile, introduire aseptiquement 5 à
10 ml. de lait dans un tube à centrifugation parfaitement propre et
stérile. Centrifuger 20 minutes à 3.000 tours.

Après centrifugation :
A l'aide d'uri fil métallique flambé, décoller l'anneau· de crème

(I) Les formules de préparation sont indiquées ci-après.
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sur environ la moitié de son pourtour. Par l'ouverture ainsi créée,
faire écouler hors du tube le lait écrémé puis mélanger la crème et
le culot de centrifugation.

Porter ce mélange, à l'aide d'une pipette stérile, dans un tube
contenant 2 à 3 cm3 d'eau salée (à 8,5 p. 1.000) stérile; agiter
énergiquement de· façon à réaliser une suspension homogène.

A partir de ce tube:

A l'aide d'une anse métallique, ensemencer, pour isolement,
suivant la technique d'épuisement de la "semence, 3 tubes de
gélose-sérum.

Après vingt-quatre heures d'étuve à 37°, noter la présence de
fines colonies séparées, en tête d'épingle.

Prélever séparément quelques-unes (3-4) de ces fines colonies,
et, après examen d'un frottis, coloré .selon la méthode de Gram,
vérifier qu'il s'agit bien de streptocoques.

Reprendre ensuite, sur les surfaces de culture, une colonie de
même type que celles identifiées morphologiquement; la dissocier
dans quelques centimètres cubes d'eau salée stérile et, à partir de
la suspension réalisée, procéder, pour purification, à un nouvel
isolement, sur 3 tubes de gélose-sérum.

A partir de quelques colonies purifiées (3-4), ensemencer asepti-
quement autant de tubes de gélose-sérum et de tubes de lait écrémé
additionné de bleu de méthylène à la dose de l p. i.ooo.

Après vingt-quatre heures à 370, noter si les tubes de lait révèlent
ou non une culture positive, cette dernière étant caractérisée par
une décoloration suivie, le plus sbuvent, de coagulation.

Partant d'une culture pure sur gélose-sérum, correspondant à
une colonie qui repiquée en lait bleu ne l'a pas décoloré, ensemencer
un tube de bouillon-sérum lactosé, additionné d'un indicateur de
pH. Pla'cer à l'étuve à 450.

Après vingt-quatre heures, noter les cultures n'ayant pas fait
virer l'indicateur, puis, à partir de la culture pure correspondante
(obtenue précédemment sur milieu solide), ensemencer un bouillon
à l'hippurate et une gélose au sang. .

a) Test de l'hippurate.
Après quatre jours d'étuve à 370, centrifuger la culture, prélever

2 cm3 du liquide clair surnageant et ajouter 0 cmê 5 d'une solution
de perchlorure de fer à 7; %, agiter: il se forme ou non un précipité.

Si le précipité formé persiste, ajouter une goutte d'une solution
d'acide chlorhydrique dilué à 50 % dans l'eau distillée.

La dissolution du précipité révèle que le germe en cause appar-
tient au groupe si. pyogertes.
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Si le précipité est insoluble (hippurate hydrolysé), il s'agit de
St. aqalactiae.

b) Test de l'hémolyse.
Rechercher l'action hémolytique par ensemencement, par points

séparés, sur gélose au sang.
Après vingt-quatre heures à 37°, le pouvoir hémolytique est

révélé par la présence d'un halo clair caractéristique à la périphérie
de chaque zone ensemencée.

Remarque.
Le groupe St. pyogenes comprend des espèces dont I'Idenbifica-

tion nécessite des techniques délicates sérologiques et biochimiques
ne pouvant être appliquées que dans des laboratoires très spécia-
lisés.

502 G. GUILLOT, A. NÉVOT ET G. THIEULIN. - RECHERCHE

500 gr.
1.000 gr.

Formule de préparation des milieux de culture 'préconisés

1. Bouillon de viande-sérum lactosé.

Viande maigre de bœuf .
Eau : ···· .

Après macération pendant une heure au moins, faire bouillir

et ~iltrer. Au filtrat, ajouter:

Peptone bactériologique ., , .
Chlorure de sodium .. , , , , .:.. , .

Ajuster le pH à 7,4, Stériliser 20 minutes à 120°. Filtrer.

Ajouter:

Lactose , .
Répartir en tubes à essais à raison de 8 à 10 cm3 par tube.
Stériliser 20 minutes à 1I5°.
Au moment de l'emploi, ou peu de temps auparavant, ajouter

aseptiquement dans chaque tube, environ 1 cm3 de sérum
(de lapin, de mouton ou de cheval) ; éprouver la stérilité en
plaçant 24 heures à l'étuve à 37°.

10 gr.
5 gr.

2 gr.

II., Gélose-sérum.
Au milieu précédent ajouter avant la deuxième stérilisation

20 gr. de gélose.
Répartir à raison de 4 à 5 cm3 par tube, Stériliser 20 minutes à

U50. Ultérieurement, le milieu gélosé, en culot, étant fondu et
ramené à 550, ajouter le sérum, puis agiter et incliner ..

Eprouver la stérilité par un séjour de 24 heures à 37°.

III. Bouillon-hippurate:

Eau , ", .
Peptone bactériologique , .
Pepsine (titre 500) .. , .•......... , .

1.000 gr.
10 gr.
5 gr.
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Chlorure de calcium pur anhydre ,',""',', .
Hippurate de sodium .. , ... , ... , , .... , , , , , , .. , , .
Solution de perohlorure de fer ft 1 ·pour 100,'" ... : ,'
(pH: 7,1)

Ne pas stériliser par la chaleur. Filtrer SUl: bougie L3. Répartir

à raison de 8 à 10 cm3 par tube.

IV. Indicateur de pH à ajouter au bouillon-sérum lactosé.
Solution de tournesol à I p. 150: 5 gouttes pour 10 cm" de bouillon

environ, ou solution de bromothymol à 1,5 p. 1.000 dans l'alcool à
60° : 3 gouttes pour 10 cm". .

V. Gélose au sang.
Gélose nutritive ordinaire (viande maigre de bœuf, eau, pep-

tone, chlorure de sodium) stérilisée, répartie à raison de 12 à
15 cm3 par tube, fondue et ramenée à 550. Déposer dans le fond
d'une boîte de Pétri stérile 0 cm3 5 de sangdéfibriné de lapin ou de
mouton; verser la gélose et bien mélanger.

o gr. 03
10 gr.

1 goutte

Tableau schématique

LAIT AU BLEU DE MÉTHYLÈNE (24 heures à 37°)

Pas de culture Culture ((positive»

/'"Groupe lactique Groupe
entérocoque

St, fœcalis

BOUILLON-SÉRUM LACTOSÉ (24 heures à 45°)

Pas de culture Culture ((positive»

1
Groupe si. viridàns

BOUILLON HIPPURATE (4 jours à 37°)

1
Hydrolyse

1
St. agalactiae

Pas d'hydrolyse

1
Groupe St. pyogenes-+Gélose au sang

, 1
Hémolyse

(Test complémentaire du
pouvoir pathogène)
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D. RECHERCHE DES STAPHYLOCOQUES

Quantité de lait nécessaire: 10 cm3 (recueillis aseptiquement.).
Milieux de culture (1) et matériel:

~ "
1 tube d'eau peptonée hypersalée.
3 .tubes de gélose, type Chàpman.
1 tube de gélose au sang.
1 tube à centrifugation.
Principe.
Les staphylocoques capables de se révéler pathogènes, à la

suite de l'ingestion d'un lait les contenant, ont pour propriété
essentielle d'être entéro-toxiques,

Le caractère pathogène, en général, sera établi - selon l'opinion
actuellement admise - par la mise en évidence des propriétés
suivantes:

1. Formation de pigment jaune doré, bien que d'autres variétés
pigmentées ou non se montrent parfois pathogènes.

2. Coagulation plus ou moins rapide mais toujours nette du
plasma sanguin.

3. Pouvoir. hémolytique.
4. Acidification du mannitol.

La toxicité, par ingestion, de ces germes, pourra être établie
par le « Kitten test» de « DOLMAN) (injection intra-péritonéale, à
un jeune 'chat, d'un filtrat de culture obtenu dans des conditions
particulières). Notons que ce test requiert des techniques délicates
qui ne peuvent être mise en œuvre que dans un laboratoire très
spécialisé.

Technique.
Dans le but de sélectionner les staphylocoques dont on recher-

chera le caractère pathogène, procéder d'abord à l'enrichissement
en milieu hypersalé : / .

Ensemencer ce milieu en y introduisant le culot et la crème de
5 à 10 cmê de lait centrifugé, en opérant comme il a été indiqué pour
la recherche des Salmonella.

Après vingt. quatre heures à 370, ensemencer, pour isolement, en
utilisant l'anse métallique, suivant la technique d'épuisement de la
semence, trois tubes de gélose, type Chapman,

Après vingt. quatre heures à 370, noter la présence de colonies
séparées, de 1 à 2 millmètres de diamètre, arrondies, bombées,
luisantes, pigmentées ou non, ayant fait virer le milieu (auréole
jaunâtre).

Prélever séparément quelques. unes de ces. colonies et, par
(1) Les formules de préparation sont indiquées ci-après.
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examen d'un frottis coloré selon la méthode de Gram, vérifier qu'il
s'agit de staphyloooques. ·Repiquer pour purification (page 500).

Réaliser ensuite, à partir d'une colonie pure, les tests précités

1. Pigmentation.

Cette pigmentation sera jugée sur la culture pure elle-même
après 2 à 5 jours.

2. Coagulation.

Dans un tube à hémolyse, introduire 0 cm3 5 de plasma de lapin
dilué cinq fois avec de l'eau salée à 8,5 p. 1.000 et 0 cm3 5 d'une,
culture de vingt-quatre heures en bouillon nutritif. ' , ,

Placer à l'étuve à 370 et observer la coagulation dans les vingt--
quatre heures.

3. Hémolyse.

Ensemencer, par points séparés, une gélose âu sang (sang de
lapin, de préférence) en boîte de Petri, préparée comme il a été indi-
qué pour la recherche du pouvoir homolytique desutreptoccques
(page 502).

Après vingt-quatre heures d'étuve à 370, le pouvoir hémoly-
tique est révélé par la présence d'un halo caractéristique à la péri-
phérie de chaque zone ensemencée.

4. Acidification du manuitol.

Cette acidification a été jugée sur la gélose type Chapman,

Formule de préparation de la gélose type Chapman.
Viande maigre de bœuf .

(ou Extrait de viande type Liebig ': 5 gr.)
Eau .
Peptone bactériologique .
Chlorure de sodium . .
Gélose ' .

(pH: 7,4)

500 gr.

1.000 gr.
15 gr.
75 gr.
15 gr.

Stériliser 20 minutes à 1200. Filtrer. Ajouter:

Mannitol ' .
Rouge de phénol ',' .

Répartir en t~bes à essais à raison de 5 cm3 environ par tube.
Stériliser 20 minutes à 1150.
Avant l'emploi, faire fondre au bqin-marie et incliner.

10 gr.
o gr.025
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LES PROCESSUS MICRO BIOLOGIQUES
DANS LE LAIT ET LES PRODUITS LAITIERS

Rapport général présenté

par

A. T .. R. MATTICK

Malgré les limitations évidemment imposées par le sujet « Les
processus microbiologiques dans le lait et les produits laitiers », les
rapports soumis sont également remarquables pour l'hétérogénéité
des problèmes étudiés que pour leur excellence; en arrangeant ce
résumé, il a donc été quelque peu difficile de préserver une séquence
strictement logique. Néanmoins comme le sujet « Streptocoques
lactiques et bactériophage» a évidemment été d'intérêt général, il
sera traité d'une façon plus détaillée.


