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lIIÉMOIRES ORIGINAUX

SUR LE DÉNOMBREMENT ET L'IDENTIFICATION
DES STAPHYLOCOQUES PATHOGENES

DANS LES PRODUITS LAITIERS
/

par

François-M. LUQUET

Laboratoire d'Industrie Laitière de Douai

1. Généralités

Les staphylocoques appartiennent à la famille des micrococ-
caccae. Ce sont des cocci immobiles de 0,5 à 1 [L de diamètre, gram-
positifs, qui se présentent généralement en amas. Ils peuvent se
multiplier entre 10° et 450 C, avec un optimum à 370 C pour des
valeurs de pH comprises entre 5 et 9, avec un optimum à 7,4. Ils
se distinguent des microcoques par leur type respiratoire (aérobie-
anaérobie facultatif) et par leur action sur le mannitol qu'ils font

. fermenter ou non suivant les variétés, alors qu'il est oxydé par les
microcoques.

Sur milieu Plate Count Agar, les colonies sont régulières,
rondes, opaques, de couleur variant du blanc au jaune rougeâtre
(Bergey [1]).

Les staphylocoques pathogènes donnent des réactions posi-
tives ou négatives suivant les espèces au test de la coagulase,
positives aux tests de la catalase, de la phosphatase et de la
désoxyribonucléase.

Différentes techniques ont été préconisées pour leur dénom-
brement et leur identification. En expérimentant ces techniques,

'et en particulier celles qui sont indiquées dans les réglementations
officielles en France [2], nous avons été amenés à les préciser. Le
tableau I donne le résumé de la méthode que nous utilisons cou-
ramment, et dont les modalités sont décrites ci-après.

II. - Préparation de l'échantillon à analyser

Homogénéisation et dilution dans la tryptone-sel [3].
Quel que soit le produit à analyser, l'échantillon après homo-

généisation est dissous ou mis en suspension dans un bouillon
tryptone-sel, préparé de la façon suivante:
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Dissoudre dans 'I 000 ml d'eau distillée:

Tryptone Difco .
NaCI .

l'g
8,5 g

Stériliser à l'autoclave à 1200 C pendant 20mn.

Ce diluant a le double avantage:

a) De redonner de la vigueur aux germes microbiens qui auraient
pu être affaiblis au cours des traitements subis par le produit;

b) D'éviter la multiplication de ces germes si la dilution est
/utilisée dans l'heure qui suit sa préparation.

) , ,

, La dilution s'effectue en mélangeant de façon aussi homogène
que possible [30] :

- Pour les laits en poudre et laits concentrés: 10 g de produit
et 40 ml de diluant;· ,

- Pour les fromages: 10 g de produit finement.broyé dans un
mixer e~ 40 ml de diluant;

, - Pour les préparations alimentaires à base de matières grasses
(beurres' sucrés, par ex.) : 10 g de produit et 30 ml de diluant;

- Pour les beurres, employer la technique suivante : faire
fondre 100 g de beurre au bain-marie à 450 C en agitant réguliè-
rement. Centrifuger pendant 1 mn à 1 200 t/m. Porter en cham bre
froide pendant 15 à 20 mn de façon à, provoquer la solidification
de la matière grasse. Prélever 10 ml de la phase aqueuse et mélanger
,à 40 ml.de diluant.

III. - Dénombrement des staphylocoques pathogènes

, Le résultat du dénombrement des staphylocoques pathogènes
.'peut s'exprimer de deux façons différentes: '

a) Soit par le nombre de germes présents dans 1 g de produit
, à analyser, et dans ce cas, on utilisera une méthode de dénom-

brement direct ; ..

b)Soit par la constatation- de l'absence ou de la présence des
germes dans une quantité déterminée de produit à analyser, et
dans ce cas, on cherchera à provoquer le développement des germes
sur un milieu sélectif avant de pratiq~er une subculture.

,
a) Dénombrement direct.

Le dénombrement direct 'est effectué en boîtes de' Petri, en
utilisànt le milieu gélosé dé Baird Parker (milieu de Zeibovitz,
modifié par addition de pyruvate de sodium et de jaune d'œuf).
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TABLEAU r

1 HO~IOGÉ.NÉISATION du PRODUIT f---
1

1 DILUTION dans de la TRYPTONE SELI

- 1
~

Dénombrement direct E~ichissement et Sélection
sur Milieu BAIRD PARKER sur Milieu de CHAPMAN HYPERSALE

24 et 48 h à 370 C 48 h à 37° C

!
Subcult.ure sur_Milieu BAIRD PARKER

24 et 48 hà 370 C
r-

1
J.

Repiquage de 10 colonies noires
avec et sans zone éclaircissement

sur GELOSE NUTRITIVE

l 1 Coloration de Gra.m +
Catalase - +

Recherche de la Ccagulase 1
J.

r ~

L1 STAPHYLOCOQUE PATHOGÈNE'

Coagulase - Coagulase +

Phosphatase +
DN-Ase +

10 Préparation du milieu de Baird Parker:

.Tryptone Difco .
Extrait de viande de bœuf .
Extrait de levure .
Chlorure de lithium .
Agar .
Eau distillée Q.S.P. . .

lOg
5g
1 g
5g

20 g
1000 ml

Ajuster le milieu à pH 7,2. Stériliser à l'autoclave à 1200 C
pendant 20 minutes. Répartir aseptiquement dans des flacons de
200 ml, à raison de 90 ml par flacon.
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Au moment de l'emploi, faire fondre le milieu et ajouter,
lorsqu'il est à une température de 45 à 500 C, les solutions suivantes
portées à la même températùre :

a) Emulsion concentrée de jaune d'œuf (1) ..•..•• '.' .
b) Solution aqueuse à 1 p. 100 de tel1urite de potassium .
c) Solution aqueuse à 20 p. 100 de pyruvate de sodium .
d) Solution aqueuse à 20 p. 100 de glycine .

Les solutions aqueuses sont stérilisées préalablement par fil-
tration sur membranes millipore stériles (micro Syringe filter
HoIder XX 3002500). La filtration se fait en deux temps: préfil-

"traüion sur membrane AA 0,8 IL et filtration sur membrane HA
0,4 IL (2).

~u cas où le produit à analyser serait riche en proteus, ajouter
50 [i g de sulfadimidine ou de sulfamézathine par ml de milieu
(technique préconisée en 1964 par Smith et Baird Parker [4]).

20 Utilisation .du milieu de Baird Parker.
Une fois terminé, le milieu doit être utilisé dans les 24 h qui

suivent sa préparation (3).
Il est coulé en boîtes de Petri et lorsqu'il est solidifié, on répàrtit

en surface, au moyen d'un étaleur de verre stérile ou d'une ose
bouclée, 0,1 ml de la dilution du produit à analyser dans le bouillon
tryptone-sel.'

Les boîtes de Petri sont portées à l'étuve à une température
de 370 C ± 0,1. Les dénombrements sont effectués après 24 et
48 h d'incubation.

Lecture des résultats.
Après l'incubation, l'on compte les colonies noires rondes d'un

diamètre de 1 à 1,5 mm, entourées d'une zone d'éclaircissement.

(1) L'émulsion stérile de jaune d'œuf peut être fournie par Oxoid
(Réf. SR 44), ou préparée au laboratoire de la façon suivante:

a) Nettoyer à l'alcool éthylique la-coquille d'un œuf de poule très frais;
b) Crever la coquille au niveau de la chambre à air;
c) Aspirer le blanc au moyen d'une pipette stérile sans effilure;
d) Aspirer le jaune au-moyen d'une pipette stérile et l'émulsionner dans

250 ml de solution de Ringer diluée. au 1/4 ou dans 250 ml de solution aqueuse'
à 0,85 p. 100 de chlorure de sodium;

e) Vérifier la stérilité avant utilisation.
(2) Les solut ions peuvent être préparées extemporanément; elles

peuvent être conservées au maximum pendant un mois, et à condition d'être
maintenues à une température de 4° C.

(3) On trouve dans le commerce le milieu de Baird' Parker sous forme
déshydratée (Oxoid CM 275, dépositaire en France Biolyon), mais il faut
ajouter au moment de l'emploi l'émulsion de jaune d'œuf et la solution de
tellurite de potassium.

/

5 ml
1ml
5 ml
6 ml
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-Selon la dilution utilisée, l'on ramène le résultat au ml de
diluant, puis par calcul au g de produit analysé.

Par exemple: Analyse d'un beurre sucré.
10 colonies trouvées sur la boîte (dilution 1/100) correspondent

à 1 000 colonies au ml soit 4 OOO/g.

. b) Recherche des staphylocoques pathogènes, sans dénom-
brement.

10 Enrichissement et sélection sur milieu de Chapman hypersalé.
Le nombre des germes microbiens revivifiables présents dans

un produit laitier est très variable suivant les produits, mais, d'une
façon très générale; on peut dire que cette flore revivifiable est
surtout composée de ferments lactiques et que les staphylocoques
pathogènes, lorsqu'ils sont présents ne constituent la plupart du
temps, qu'une très faible partie de la dite flore.

II y a donc souvent intérêt à inhiber le plus possible le dévelop-
pement des ferments lactiques pour permettre aux staphylocoques
de se développer; on emploie pour ce faire le milieu sélectif hyper-
salé de Chapman que l'on prépare de la façon suivante (1) :

a) Dissoudre dans 500 ml d'eau distillée, en chauffant légè-
rement:

Protéose peptone nv 3 de Difco .
Extrait de viande de bœuf Difco .
Chlorure de sodium .
Mannitol ; .
Rouge de phénol .

b) Ajuster à 1 000 ml au moyen d'eau distillée;
c) Ajuster le milieu à pH 7,4 ;
d) Stériliser à l'autoclave à 1200 C pendant 20. mn ;
e) Répartir aseptiquement en tubes stériles de 160 X 16 à

raison de 9 ml ; ou en ballons stériles de 150 ml à raison de 90 ml (2).

10 g
1g

75 g
10 g
0,025 g

(1) On trouve dans le commerce le milieu de Chapman déshydraté,
soit chez Mérieux (Réf. BTB 01712), soit chez Difco (C,hapman Stone
medium 01316).

(2) Voir note à la page suivante.

Le produit à examiner, qui peut être ou non dilué dans la
tryptone-sel, est ensemencé suivant les cas:

Soit à raison de 1 ou 2 g dans les tubes;
- Soit à raison de 5 g dans les ballons.
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/

On porte à l'étuve à 300, C pendant 24 h, puis à l'étuve à 370 C
pendant 24 h. .

20 Subcultures sur milieu solide de Baird Parker.
La culture d'enrichissement est' ensemencée sur milieu de

Baird Parker suivant les modalités indiquées au paragraphe a) 20

ci-dessus.

30 Aspect des colonies sur le milieu de Baird Parker.
a) Les microcoques' se multiplient rarement sur le milieu de

Baird Parker. Cependant ils peuvent donner parfois de petites
colonies noires ou brunea-sans zone d'éclaircissement.'. .

b) Les levures donnent des colonies blanches, sans zone
d'éclaircissement.

c) Quelques variétés de bacillus donnent des colonies mates,
brunes, la zone d'éclaircissement n'appacaissant qu'après 48 h
d'incubation.

d) Les staphylocoques pathogènes se présentent sous forme de
colonies noires, rondes, convexes, d'un diamètre de 1 à 1,5 mm.
Elles sont entourées d'une zone ronde d'éclaircissement de 2 à 5 mm
de diamètre. "

Certains auteurs [6 et 15 bis] ont noté que certaines colonies
de staphylocoques pathogènes ne présentaient pas de zone d'éclair-
cissement ou que l'éclaircissement n'était net qu'après 36 ou 48 h
d'in cubation.

Note de la page 47.

(2) Si l'on veut vérifier l'absence des staphylocoques pathogènes dans
une quantité importante de produits (10 ou 20 g par exemple), exigence qui
figure dans certaines réglementations étrangères, il est préférable d'utiliser
le milieu de Chapman modifié par Buttiaux et Brogniart [5] ; ce milieu est
préparé de la façon suivante :

a) Dissoudre 500 ml d'eau distillée en chauffant légèrement:

Protéose peptone nO 3 Difco , . 15 g
Extrait de viande de bœuf Difco '. . 3 g
Chlorure de sodium . . . . . . . . . . . . . . . . . . 150 g
Lactose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15 g

) Agar 2 g

b) Ajuster à 1 000 ml au moyen d'eau distillée;
c) Ajuster le milieu à pH 7,4;

,d) Répartir en ballons de 200 ml à raison de 50 ml ;
e) Stériliser à l'autoclave à 1200 C pendant 20 minutes.

L'échantillon à examiner est dilué dans le bouillon tryptone sel (10 ou
20 g de produit + tryptone sel = 50 ml).

Les 50 ml ainsi obtenus sont versés dans un ballon de 200 ml contenant
50 ml de milieu. On porte à l'étuve à 30° C pendant 24 heures, puis à l'étuve
à 37° C pendant 24 heures.
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IV. - Identification des staphylocoques pathogènes

Protéose peptone nO 3 .,. . . . . . . . . . . 10 g
Extrait de viande 1 g

. Chlorure de sodium 75 g
Lactose ~ .. '.. 10 g
Gélose 15 g

a) Repiquage.

On repique 10 colonies ayant l'aspect indiqué ci-dessus, sur
des tubes inclinés de gélose nutritive qui peut êtr,e :

- Soit le milieu Difco B 37 ;
- Soit un milieu préparé au laboratoire comme suit: dissoudre

dans 1 000 ml d'eau distillée:

Ajuster à pH 7,4, répartir à raison de 5 ml par tubes de 160 X 16,
stériliser à l'autoclave à 1200 C pendant 15 mn, laisser refroidir en
inclinant les tubes.

Après ensemencement, les tubes sont portés à l'étuve pendant
24 h à 370 C.

,
b) Examen des colonies.

10 Examen au microscope.
Les colonies sont examinées àu microscope après coloration

au gram. Les staphylocoques pathogènes sont gram +.
20 Test de la catalase,

Si la morphologie n'est pas caractéristique, il est recommandé
d'effectuer le test de la catalase. Les staphylocoques pathogènes
donnent une réaction positive.

30 Recherche de la cotiqulaee [16 à 29].

La coagulase libérée par les staphylocoques pathogènes est
mise en évidence de la façon suivante :

Dans un tube stérile de 120 X 8, introduire aseptiquement,
5 gouttes de plasma humain ou de plasma de lapin, que l'on se
procure sous forme déshydratée :

- soit à l'Institut Pasteur (reconstitution 1 flacon 286 dans
3 ml d'eau) ;

Soit chez Difco (Réf. 286-33) ;
Soit chez Biolyon ou BiotroI.
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Ajouter 5 gouttes d'une suspension du germe à étudier. Agiter.
Incuber 2 à 24 h à 370 C. La présence de coagulase a pour effet de
solidifier le plasma. En général, cette coagulation apparaît pour les
staphylocoques pathogènes au bout de 2 à 3 h.' ,

La présence de coagulase permet d'affirmer que la colonie de
staphylocoque étudiée est bien pathogène. '

Si la recherche de la coagulase est négative, il faut procéder à
celles de la phosphataseet de la désoxyribonucléase.

40 Recherche de la phosphatase.

Différentes techniques ont été proposées, en particulier par
Barber et Kuper [7], White et Pickett [8], etc.

• Pour notre part, nous utilisons les tablettes « Phosphatabs
Acid» de la Société Warner-Chilcott (diffusion en France par Alea-
Synthése ou Precibio [9]) suivant les modalités ci-après:

La souche à étudier est dilacérée dans un tube à essai contenant
0,5 ml d'eau salée stérile à 9 p. 100; ajouter un comprimé d'C(
naphthyl phosphate acide de sodium; incuber 30 mn à 370 C;
ajouter un comprimé d'ort~odianisidine bis-di-azotée.

La présence de phosphatase se traduit par une coloration rose
sur les bords ~u tube (1).

50 Recherche de la désoxyribonucléase.,

La désoxyribonucléase est une diastase sécrétée par un certain
nombre' d'espèces microbiennes (levures, moisissures) et en parti--
culier par les. staphylocoques pathogènes [10], [Ll ], [12]. Pour
la mettre' en évidence, on utilise un milieu que l'on se procure chez
Merieux (B.B.L.) 'ou que l'on prépare au laboratoire.

"

a) Préparation du milieu de base:

Acide désoxyribonucléique 0 0 0 0 0 • 0 • 0

Trypticase B.B.Lo 0 0 •• 00 0 0 • 0 0 0 0 0 0 • 0

Phytone 000 •• 0 0 0 0 0 •• 0 ••••• 0 o •••••

Chlorure de sodium 0 • 0 0 0 0 0 ••

Agar. 0 0 o.. o. 0 0 0 o. 0 0 0 0 0 o. 0 0 o.
Eau distillée Q.SoPo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

,2 g
15 g
5g

,15 g
15 g

1 000 ml

Chauffer en agitant et maintenir à l'ébullition pendant 1 mn;
ajuster à pH 7,3 ; stériliser à l'autoclave à 1200 C pendant 15 mn.

(1) La Société Precibio vient de mettre sur le marché ,une technique
améliorée en rapidité, précision et stabilité de coloration relative il. l'emploi
de phosphastrate. Certains auteurs (31) ont mis au point 'une méthode de
dosage rapide (gain de 24 h) de la phosphatase. Ils colorent par voie directe
sur le milieu de Baird Parker. " ,
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b) Utilisation du milieu:
Couler en boîtes de Petri; ensemencer par strie (du centre vers

les bords) ; porter à l'étuve à 370 C pendant 24 puis 48 h.

c) Mise en évidence de la désoxyribonucléase:
Après incubation, répartir dans les boîtes de Petri l ml d'acide

chlorhydrique normal ou de solution aqueuse à 1 p. 100 de bleu
de toluidine (pour bactériologie).

La désoxyribonucléase se manifeste par l'apparition au bout
de 5 mn :

- Soit d'une zone claire autour de la strie, quand on a utilisé
l'acide chlorhydrique;

--Soit d'une zone rose autour de la strie, le reste de la boîte
restant bleu quand on a utilisé le bleu de toluidine.

** *
La méthode décrite ci-dessus convient pour des travaux de

contrôle. Les laboratoires de recherche qui veulent confirmer
scientifiquement leur diagnostic, devront effectuer

a) Des essais sur animaux;
b) Une galerie d'identification plus complète;
c) La recherche des toxines staphylococciquea : exotoxines

(hémolysines œ et (3) ; entérotoxines A et B [13].
d) Le typage sérologique et le typage par les bactériophages

spécifiques [14]. »:

/
Résumé

l

L'auteur décrit une méthode de contrôle employée pour la
recherche des staphylocoques pathogènes dans le lait et les produits
laitiers pour leur dénombrement et leur identifica.tion. Il préconise
une culture sur milieu de Baird Parker; dont les résultats doivent
être confirmés par le test de la coagulase, et dans le cas où celui-ci
est négatif par les tests de la phosphatase et de désoxyribonucléase.

Note de l'auteur. - Profitant de l'anaérobiose facultative des staphylo-
coques, il serait possible d'utiliser, pour le dénombrement ou la recherche
de ce germe, la technique de GREENBERG (32, 33) en utilisant des sachets
très minces de Straboplex FE 1550. Cette technique évite l'utilisation de
boîtes de Petri et permet d'abaisser très sensiblement le prix de revient de

. l'analyse.
Des essais sont en cours dans nos laboratoires et seront l'objet d'une

prochaine publication.
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Summary

The author describes a control method used for the detection,
the count and, identification of pathogenic staphylococci in milk
and milk products. The Baird Parker culture medium is recom-
mended ; the results should be controlled by the coagulàse test
and, if the latter is negative, by the phosphatase and deoxyribo-
nuclease tests.
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