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1
DE LA NUMERATION DES GERMES DU LAIT
PAR LA METHODEDE'SKAR

par M. M.~F. CAR,RIEU
de Montpellier.

Nombreux sont les auteurs qui ont cherché a rendre plus pratiques
et plus simples lea.procédés utilisés en vue de la numération des germes
contenus dans un échantillon de lait. Cette opération en effet est consi-
dérée .par tous comme indispensable a la surveillance du lait livré ala
consommation, lait qui peut étre et qui est en réalité souvent souillé
par deux ordres de germes: 1o les trées nombreux saprophites banaux,
non dangereux par eux-mémes pour I'homme, mais amenant presque
toujours une altération du produit ou ils se multiplient avec une rapidité
extraordinaire; le lait est alors rendumoirisassimilable et, plus tard,
impropre a la consommation; 2° les germes pathogénes, beaucoup plus
rares heureusement, qui,proviennent de I'animal lorsqu'il est maladecou,
beaucoup plus fréquemment, du trayeur porteur de germes, 'ou encore,
dans les cas de fraude, de l'addition d'une eau souillée.

Il est a peu prés impossible, avec nos moyens actuels d'investigation,
de mettre pratiquement en évidence les bactéries dangereuses contenues
dans un échantillon et de les identifier : cela au moins avant la consom-
mation de ce méme lait, car cette recherche demande de longues heures.
On se'contente donc habituellement de numérer tous les germes contenus
-dans 1 c.c. de lait, sans préciser davantage leur nocivité, en tenant
compte seulement de ce fait que,plus un lait est riche en microbes, plus
il a été souillé.et, par conséquent, modifié dans ses éléments, et, en outre
aussi, plus il a de chances de contenir des germes pathogénes.

Les méthodes indirectes proposées (réductasimétrie, coagulation par
l'alcool oula chaleur, etc.) ne donnent q"9-desrésultats tres approximatifs
dont on peut, dailleurs, se contenter dans un certain nombre de cas.
Quant a la numération proprement dite des.germes, on peut la-faire soit
en ensemencant une quantité connue de lait, ordinairement trés diluée,
dans certains milieux (gélatine, gélose, etc.), soit en comptant directement
les microbes sous le microscope aprées les avoir, bien entendu, colorés.

L3 .plus ancien parmi ces derniers procédés est d0 assurément. a
Skar, d'Oslo (1) qui le décrivit en 1912. Récemment C. Neukomm,- de
.Lausanne (2)en a donné dans Le Lait une excellente mise au point.

Cette méthode consiste a compter les germes contenus dans une quan-
titt donnée de lait visible dans un champ de microscope' de surface
connue; Mais dabord quel est le matériel employé, ~ 1l comprend
10 un oculaire ol sont gravés 2 carrés et un cercle a centre commun,
divisés en 4 par 2 axes perpendiculaires et dont les surfaces sont connues. ;
.20-'urie lame porte objet qui présente une surface rectangulaire de
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500 mmédont les cOtés .scnt tracés en relief. 1l faut. d'abord régler la
longueur du tube du microscope' de telle, sorte g~~le cété du grand

carré ait 50 ... sa surface sera donc de 50 . x 50. = Om~2,00250u ,bo
de mm". La. surface du cercle, 10 fois plus grande, atteindra al~rs 4-.

de mmé et celle du petit carré, 10fois moindre, sera'de 40~0 demm".

, Pour colorer le lait, onen prend 5 cc. auxquels on ajoute 0 cc. 20 de
bleu. Nous avons employé le bleu de Borel qui nous a donné d'excellents
résultats; du reste le bleu de Piana et d'autres ont été également employés
avec succes. Puis on 'agite et. I'on en préléve avec une pipette spéciale
20 mm" qui sont portés sur la lame, soigneusement nettoyée, auparavant
.a l'alcool. L'étalement est fait aussi régulierement que' possible en incli~
nant diversement la préparation, puis on laisse sécher il. la température
ordinaire et bien a plat en mettant al'abri des poussiéres atmosphériques
(nous nous contentons de recouvrir la lame d'un couvercle de boite de
'Pétri). Notons, en passant, que la pipette doit toujours étre, immédia-,
tement apres usage, lavée a I'eau distillée, puis a l'alcool a 95°.

.11 ne reste maintenant qu'a évaluer le volume du lait étalé et vu dans
un des carrés ou dans le cercle de I'oculaire. Nous savons que la surface
du grand carré est égale a 1/400¢ de mm- et que celle du rectangle gravé
sur le porte-objet est de 500 mm". On verra donc, a travers ce grand
carré" une certaine quantité de la surface totale du rectangle du porte-
objet. Laquelle 7 Exactement A(:JI-MZOQ.IQO.O. du rectangle. O~ sur ce

500

/
rectangle;il a été étalé 20 mm", oUI/50¢€ de cc. Il est facile de comprendre
gu'il yen aura 200.000 fois moins dans lasurface vue a travers le grand

1

carré de l'oculaire ou B0 de cc. Si donc l'on trouve

200.000, 10.006.000
en moyenne un germe dans chacun des grands carrés (apres 30 a 40
examens minutieux de la préparation), on pourra dire qu'il, y a
I X 10.000.000 = 10.000.000 de germes par cc. de lait étudié. Le petit
carré étant 10 fois plus Petit, il yen aurait 100.000.000 et le cercle étant
10 fois plus grand, le résultat serait de 1.000.000 de germes par cc. en
continuant a admettre qu'on a trouvé en moyenne 1 germe pour chaque
champ, examiné. En réalité il existe une petite cause d'erreur due a
I'addition de O cc. 20 de colorant pour 50c. de lait, .soit une augmentation
'de 1/250u 4 % alaquelle ilserait facile de remédier, si la pipette portait
au-dessus de 20 mme, un, trait supplémentaire marquant, en plus,
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Ommc. 8. C'est, comme on le voit, un petit détail de construction du
matériel a modifier.

Nous avons donc par cette méthode - beaucoup plus simple en
réalité que ce qu'elle parait a la lecture de'sa description - étudiéune
soixantaine de laits prélevés dans les divers dépéts ou laiteries de Mont-
pellier. Nous avons ainsi obtenudes résultats variant de 160.000 germes
par cc. a 39.000.000 et méme a 97.000.000. (A noter que ces chiffres
élevés ont été trouvés le 3 et le 30'mai dans des échantillons provenant
du méme dépdt. Un essai de réductasimétrie a donné une réaction posi-
tive en 15 minutes. Il s'agissait donc d'un lait impropre a la consomma-
tion, conservé depuis la veille probablement et eri période de grosse
chaleur. 1l est utile dajouter que 2 ou 3 autres échantillons prélevés au
méme endroit n'ont jamais montré une telle souillure). Mais la grande'
majorité des 'échantillons contenait, d'aprés cette méthode, de 1.500~000a
6.000.000 de germes par cc.

Nous avons comparé les résultats ainsi obtenus 'avec ceux que nous
a donnés la numération sur plaques degélatine, en suivant la technique
couramment employée en vue des analyses 'd'eau. Voici comment nous
avons procédé: le lait est dilué a 1/10 dans du sérum physiologique
stérile (stérilité vérifiée du -reste tres souvent par culture) et une et cing
gouttes sont ensemencées dans 10 cc. de gélatine préalablement portée’
a 370et étalée ensuite en boites de Pétri. On étiquette, on laisse refroidir
et on conserve a la température du laboratoire. Chaque jour, les colonies
apparues sont comptées et marquées et celai jusqu'a, liquéfaction ou
jusqu'au 15e jour: Ori rapporte ensuite les chiffres obtenus au cc. et on
‘prend la moyenne des diverses boites ensemencées avec le méme' échan-
tillon.

Les résultats sont loin d'étre concordants. Sauf dans 'un seul cas, nous
avons toujours trouvé des chiffres beaucoup plus forts avec la méthode
de Skar. Par exemple nous ne trouvons qu'exceptionnellement  1.430.000,
(Skar) et 904.160 (gélatine) ou 160.000 et 113.000 ; moins fréquents encore
sont les chiffres suivants: 13.200.000 germes au cc. par la numération
directe et 559.520 par culture, soit 25fois moins. En pratique nous avons
obtenu trés souvent: 3.150.000 contre 679.620 ou 2.660.000 contre
573.300, 'soit une proportion d'environ 5/1.

Du reste Brew (3)a fait des comparaisons analogues entre une méthode
trés voisine, celle de Breed, et le comptage des colonies sur plaques
d'agar laissées 5 jours a 21°; et il conclut -que, lorsque le nombre dés
germes est peu élevé, le procédé direct donne des chiffres 44 fois plus
forts, mais cette différence s'atténue pour arriver a notre proportion
la plus fréquente de 5/1, a mesure que .les nombres trouvés sont plus
considérables: ~ ,

Pourquoi ces différences ~Pour plusieurs raisons dont '‘deux nous parais-
sent primordiales :d'a bord parce que la méthode des cultures ne donne que
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le.chifire des a,érol:>~&,4~q~".r:é3~~t~tplu~ faible ; mais surtout ~~rc~que
paree procédé nous ne mettons en évidence (queles colonies, c'est-a"dJreles
amas '~iclobien~qui naissent 4'u- germe 1llivant, tandisquela  numéra-..
stlondirecte  sousle microscope nous donne.indifféremment et les morts et
'le~viyallts.  La, preuve eJ!lest aisée. a fa~~e. Si .noua pratiquons la méme
rec:h~rcde 'sur Je,mé;me .lait avant et apre!l, son ébullition, nous trou.
v~ns sensiblement leméme nombre d~ germes au cc. ;la petite différence
qui:,~Xis~ esttoujouraonfaveur du ~~it .bouilliou il semble qu'il y ait
.unnombre plus considérable degermes. Maié,ce n'est.la qu'une apparenc~
car, enréalité. Techauffagea  faitévaporer une partie du 'liquide et a, \
. par conséquent.légeremenf accru le nombre des microb~~ p.ar rapport au
.volumeexaminé ;.tandis: qu~ le lait ensemencé aprés ébullition et refroidis-
sement immédiat ne, donne jamais de culture. Quant aux autres imper-
fections, ~lles résultent du chiffre par .lequel on est obligé, de 'multiplier
les résultats trouvés. Du reste il est possible, de .faire, jusqu'a un-certain
.point..lea .mémea reproches a toutes les méthodes utilisées actuellement
,pqur; numérer .,les~germesdu.lai.t. ,Quoi, qu'Tlensoib.alors  qRe .certaines'
,50~t~'u~e lentéu.r, désespérante, puisqu'elles nécessitent .iplusiellrs
jours deculturepar.exemple, et rendent leuremploi inutilisable dansun
grand, nombre de cas, le procédé que nous venons d'étudieruungros 1
avantage :sa rapidité. Si l'on asoin de mettre les lames a I'étuve a .37°
pour sécher plus vite le lait coloré, il permet, eneffet, de donner en moins .
de;.15 minutes une réponse dont on, peut pratiquement se contenter.
~ASi d?:p.~:~~t.ce seront nos conclusions ..-n()U8~v'Onsa(.~otre dispo-
si~ion,grace  a la méthode ;de Skar, unprocédéde ~umératioD;desgermes
~u,lait extrémement rapide et assez précis. llle sera' encore davlln~~gesi.
,I'on, prend soin de se servir d'une pipette mieux graduée, comme nous
,.' l'avons déj~ indiqué. Mais, nous le répétQ-~,il ne faut ,lui, demander
aueun renseignementsurl'état  dé vie ou de mort des micrcbes.ipas plus,
.du .restecque I'ensemencement  sur gélatine ougélose n'est capable de
nous renseigner sur le nombre des germes contenus dans un échantillon
de,l~it lorsque ils op.t été préalablementtuéspar I'ébulUtion.  Or il nous
parait préférablede connaitre la to alité des germes qui; viva~ts ou morts
.,se .trouve dans Je lait, exami né etqui sonl{Ja conséquence des'souillures
dues aux manipulations qu'lla aubieadepuis le moment de la traite
jusqu'a c~lu,idel'e~~~Il'0 Entenantcomptede ee fait quela méthode
.de. Skar ".~ coll}n:lI~t~u:t.eftlles recherches .directes "----donne un chiffre
p~~s.,eonsidéraple que .les cu tures .et en ne comparant les rés!lltat(s
obtenus qu'avec ceux <lece mémeprocédé, on a ainsi ~ sadisposition
une jechnique simplecrapide et siredont lebesoin se faisait ~elitiF~é~
vue; du conbrolebactériologique.du ) lait, .
BmLIOGRAPHIE
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LA METHODE SYNTHETIQUE' DANS,.L'ETUDE: DU ,LAIT'
, LE LAIT ,AU 'POINT DE VUE COLLOIDAL

, ,RECHERC~ES /SUR'LE . MECANU~ME; DE ,L~ACTI~N

L, ,DE LAl PR~SURE "

par 'Ch. PORCHER,
. Doeteurés  sciences physiques,
") '(Suite), ,

LECA.SEINATE Dt"¢ALCnJM TEL QU'IL EXISTE DANS,LE LAIT .

La' caeéiné existe dans 'le lait de vache ,al'étatdecaséinate de 'calcium,
léquel est uni' colloidalement aux 'phosphates de calcium pour former
fin complexe. Mais par la' penséenouspouvons trés bien distrai~éi,'ces .
derniers sels, isoler par conséquent leécaséinaté de caloium, etse demander
quel peut en-étre le pH, autrement dit, quelle enest lariéhesse en:chaux'?
Sera-ce uncaséinate acide, donc d'un pH < 7, un' easéinate alcalin, d'un
pH > 7; ol un caséinate neutre ou -sensiblemont' neutre 'd'un pH .7
ouvoisin -de:7. " .

‘Il faut, tout de suite, da~ le cas du lait de' vache dont la 'réaction,
est, toujours acide, éliminer la; question d'un pH nettement - alcalin.
Reatérit donc-les hypothéses d'un pH"acide ‘et dunp neutre; c'eést~a~
dire d'un caséinate-aux environs de 600, entre 590'et 610; &'est-~.;dire
neutre ou fort voisin -de la neutralité."

Laitétcomplexe sont des mélanges: 'leur réaction' a I'un
comme a l'autreest une somme ..~ Dans I'tin comme dans 'l'autre
cas, 'qu'il 's'agisse’ de' la liqueuraux ‘multiples éléments qu'est le' lait,
ou de 'la 'solution beaucoup 'plus simple du complexe, il Y existe des
éléments d'une acidité, marquée; ce sont les phosphates hi- et mono-.
potassiques 'dans le,'casdulait, .lephoaphate .m()no~é~Iciqliedans'l~ cas
du complexe. S'ils disparaissent, la partie qui reste tend vers'l'alcaliriité.

"-Des expériences de,dialys~ effectuéessur lelait ou le complexe,
telquil  sera préparé plus tard, nous montrent eneffet unemarche non
douteuse ver~ l'alcalinite de la liqueur restée dans le dialyseur. >'

, Tel lait témoin dont le pH est de 6,8~- pH,élevé pour un laU,-
.voit ce pH monter a,7,05par dialyse; dans tel aufie, I~pH passe d~ 6,98 .
,a 7,20. 'Le-pH de tel complexe passe par dialyse' 'dé' 6,91 a"7;~2:" ~

.1l n'ya pas lieudinsister  davantage ici sur les effets de ladialyse '
sur le lait et SUI lecomplexe ;la place en est indiquée lorsque nous étudie- .
rons le mécanisme dé' l'emprésurage.  Mais' nous avons ‘voulu rétenir '
des' quelques chiffres donnés queladialyie a pour but de ‘faire- terUlre



