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Enumeracion de coliformes en leche natural
y pasterizada (¥)

Por G. Sudrez Ferndndez

Tl grupo coliforme® comprende todas las bacterias de forma ba-
cilar aerobias y anaerobias facultativas, gramnegat’vas, no esporuladas
que fermentan la lactosa con produccién de acido y de gas a 35-37° C
en menos de 48 horas.

Son miembros de este arupo tanto las bacterias de origen feca!
como las de cualquier otro origen, siempre que sus propiedades se
ajusten a la definicién anterior.

Ademas de los microorganismos pertenecientes a los géneros Es.
cherichia y Aerobacter deben incluirse en este grupo algunas especies.
fermentadoras de la lactosa. de otros géneros* (Klebsiella, Proteus,
Pseudomonas, Citrobacter, etc.)

El concepto expuesto y aplicado por la OMS* en la confeccién
de normas internacionales para el agua potable tiene un significado muy
preciso en el control higiénico-sanitario o industrial de la leche. puesto
que la presencia en este alimento de cualquiera de los tipos de bac-
terias mencionados sugiere, en proporcién al niimero presente, el gra-
do de abandono de determinadas reglas de hiziene durante la produc-
cién, iransformacién o almacenamiento.

(*) T contenido de este estudio constituyd. en parte, uma aportacion del
afitor y del profesor Ovejero a la Federacién Internacional de Lecheria (sesién
anual, junio 1966), a través del grapo de ftrabajo D y Comisién VI, para Ia
elaboracién de mormas de andlisis relativas a la enumeracion de bacterias
coliformes en leche matural y pasterizada,

167 —



La utilidad de la determinacién del indice colibacilar o nimero
de coliformes por ml en la leche se basa en los siguientes hechos: °*
a) los microorganismos coliformes se hallan casi siempre en la micro.
flora de la leche fresca; b) pueden resistir tratamientos de desinfec-
cién del equipo lechero con mayor facilidad que otros tipos de bacte-
rias dando lugar, cuando la limpieza y desinfeccion del material no son
correctas, a focos de contaminacién; ¢) se encuentran presentes con
eran frecuencia en los casos de recontaminacién de la pasterizada; y
d) su fécil deteccion y numeracién en la leche por medio de sencillas
técnicas de rutina.

El recuento de coliformes en leche natural®® deberia hacerse
inmediatamente a la obtencién de la leche en el establo o protegiendo
las muestras. tomadas de origen, por el frio ya que la colimetria rea-
lizada a partir de muestras recogidas en el muelle de recepcién de una
industria lechera deja la interrogante de si una determinada cantidad
de coliformes se debe a una contaminacién inicial o a un desarrollo
microbiano posterior a partir de un pequefio nimero de gérmenes,

Este mismo fenémeno, aunque en menor proporcion, puede pro-
ducirse en la leche pasterizada cuando es mantenida a temperatura am.
biente en los puestos de venta.

La enumeracién de coliformes en leche es una técnica de rutina
que no excluye, sino que exige frecuentemente, la investigacién cuali-
tativa e identificacion de las especies aisladas con el fin de fijar el origen
fecal o no de una contaminacién. Con frecuencia esta investigacién uni-
da a la prueba de fosfatasas y resistencia térmica de las especies aisla-
das es de gran utilidad en el control industrial de la leche pasterizada,
permitiendo obtener conclusiones de gran valor.

Dada la importancia industrial y sanitaria de este Gltimo aspecto
serd objeto exclusivo de una préxima publicacién, ocupéndonos ahora
de las técnicas de enumeracién de coliformes de aplicacién diaria en el
control higiénico-sanitario de la leche.

Existen gran niimero de publicaciones referentes al tema de coli-
metria en leche y es elevado el niimero de medios de cultivo propuestos
para la determinacién cuantitativa de coliformes en dicho producto; sin
embargo, faltaba en tan abundante literatura un estudio comparativo a
gran escala de los medios de enumeracién més en uso y recomendados
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por diversos autores y organismos interesados en el estudio de los pro-
blemas de la salud pablica.' ™"

La Federacién Internacional de Lecheria (FIL) siguiendo la li-
nea establecida de publicar normas “standard” internacionales de an4-
lisis de leche y sus derivados acordé crear dentro de la Comisién VI,
de analisis microbiolégicos, un grupo de trabajo D, presidido por el
doctor RITTER e integrado por investigadores de ocho paises europeos,
recayendo la representacion espafola en el profesor OVEJERO, quien
solicité nuestra colaboracion para la realizacién del programa de tra-
bajo encomendado por la citada Comisién,

El tema objeto de programacién fue el de la presente publica-
cién y ésta representa, en parte, la contribucién espafiola a la confeccién
de una préxima norma “standard” internacional referente al contaje de

coliformes en la leche.

MATERIALES Y METODOS

Los métodos utilizados siguen en lineas generales las directrices
establecidas en el programa de trabajo del grupo D de la Comisién VI
de la FIL,” a fin de determinar los medios y métodos mas idéneos al
conteo de bacterias coliformes en leches natural y pasterizada.

1. MUESTRAS

Se analizaron un total de 60 muestras de leche de las cuales 30
eran de leche fresca (natural) y 30 de leche pasterizada.

Las muestras de leche natural fueron recogidas en la plataforma
de recepcion de una industria lechera siguiendo debidas normas de
asepsia, seleccionando partidas de distintas zonas de recogida y con
temperaturas diferentes a su llegada al muelle de recepcién.

Habida cuenta de que el objeto de este estudio era comparar los
resultados obtenidos en distintos medios selectivos, en las muestras de
leche pasterizada se siguié también el criterio de utilizar muestras de
diferentes tenores en bacterias coliformes, recogiéndose las muestras
tanto en la propia planta de pasterizacion como en los puestos de venta,
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después de varias horas de exposicién a la temperatura ambiente de
los envases que contenian la leche pasterizada.

El analisis de las muestras fue siempre inmediato a su recogida.

2. MEDIOS DE CULTIVO.

Los medios seleccionados fueron:

2.1 Medios liquidos: caldo Mac Conkey (Difco niim. 0020) y
caldo bilis verde brillante (Difco nim. 0007).

2.2 Medios sélidos: agar lactosa desoxicolato (Difco nam. 0420)
y agar bilis rojo violeta (Difco ntim. 0012).

Los medios se utilizaron siguiendo exactamente las instrucciones
dadas por el Manual Difco.

Asimismo, el contaje y diferenciacion de colonias sobre estos
medios se realizé de acuerdo con las normas del citado Manual.

3. Trcnicas.

En la siembra de las muestras se siguieron fielmente los precep-
tos de la Norma Internacional nam. 3 de la FIL* que hace referencia
al contaje de colonias bacterianas a partir de leche fluida.

En los medios sélidos la siembra se realizé6 de la forma conven-
cional descrita por la Norma nam. 3™ pero una vez solidificado y frio
el medio contenido en las placas de Petri, ya sembrado, se cubria la
superficie del medio con una fina pelicula del propio medio-agar. De
esta forma se obtenian colonias subsuperficiales de pequefio tamafio pero
faciles de contar y diferenciar.

En este tipo de medios se sembraron 6 placas de Petri por di-
luccién, incubando durante 22 horas tres placas a 30°C y tres a 37 C.

Para el estudio de medios liquidos cada diluccién de una mues-
tra se sembré en dos series de nueve tubos con campana de Durham y
llenos de medio hasta una altura de 8 cm. (tubos de ensayo de 18 cm.
por 18 mm.).

Las cantidades sembradas eran de 10, 1 y 0,1 cc. a partir de di-
lucciones de leche en solucién Ringer al 1:4. Normalmente se emplea-
ron diluciones de 1:10* a 1:10°" para leche natural y diluciones de
1:10 a 1:107" para leche pasterizada recogida de los puestos de venta,
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utilizindose solamente la primera 1:10 y leche pura sin diluir para las
muestras de leche pasterizada recogidas en la planta de pasterizacién.

La numeracién de coliformes se realizé, de acuerdo con la téc-
nica de Mc Crapy,"” de nimero mas probable (MPN), para tres series
paralelas de tres tubos por cada cantidad sembrada. Se consideré po-
sitivo todo tubo con formacién de gas en la campana de Durham.

En los medios sélidos el contaje se referia a la media del nu-
mero de colonias obtenida del recuento de tres placas de Petri.

4. CONTROL MORFOLOGICO DE POSITIVIDAD COLIFORME.

Se realizé mediante el estudio microscépico de preparaciones te-
fiidas por el método de Gram (modificacién de BURKE y KoPELOFF, ci-
tados por Manual of microbiological methods ).

Por cada muestra fue examinado un tubo de la serie (el de me-
nor dilucién positiva) asi como las colonias tipicas de 1 mm., normal-
mente consideradas como coliformes y colonias de menor tamaifio (“pin-
point” o punta de alfiler), de una de las tres placas semejantes de cada
uno de los medios solidos agar bilis rojo de violeta y agar lactosa
desoxicolato.

Después de este control se considerd definitivamente positivo todo
tubo conteniendo bacterias de morfologia coliforme. aun en el caso de
hallarse presente otro tipo de bacteria, si ésta no producia gas a par-
tir de la lactosa en una vez obtenida en cultivo puro.

5. ANALISIS ESTADISTICO.

Se utilizaron como médulos los valores logaritmicos del nimero
de bacterias por ml y se calculé estadisticamente el grado de signifi-
caciéon de la diferencia entre medias, de cada método, mediante un
anilisis de varianza y determinacion de los valores t y P para cada par
de factores comparados."”

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados absolutos, expresados en logaritmos, se reflejan
detalladamente en las tablas I y II y los comparativos referentes a me-
dios y métodos o técnicas empleadas, asi como su valoracién estadis-
tica, se expresan en los cuadros niimeros 1 al 8 inclusive.



1. Mepros Y METODOS.
1.1  Leche natural.

De la comparacion de las medias extremas dentro de los medios
s6lidos, liquidos y entre ambos (tabla I, cuadro niimero 1) resulté que
las diferencias enire las medias correspondientes al caldo Mac Conkey
incubado a 30°C durante 48 horas y al caldo bilis verde brillante a
37°C por espacio de 72 horas fueron ligeramente significativas.

El mismo grado de significacién se hally para el valor diferen-
cial de las medias referentes al caldo Mac Conkey incubado a 30°C
(48 horas) y el agar bilis rojo violeta incubado a 37" C (22 horas).

La significacién resulté en cambio negativa para los valores ex-
tremos de x en los medios sélidos y sélidos/liquidos (cuadro nimero 1).

1.2 Leche pasterizada.

Las diferencias para los valores extremos de x resultaron alta-
mente significativas en la comparacion de caldo hilis verde brillante
incubado a 30° C durante 24 horas e incubado a 37° C (72 horas) y de
este iltimo método y agar lactosa desoxicolato incubado a 30° (22 horas).

Carecieron de significacién las diferencias de los medios sélidos
y fueron ligeramente significativas las de los medios liquidos/sélidos
(cuadro nimero 5).

2. MEbros.
2.1 Leche natural.

Comparadas las medias més altas dentro de los medios liquidos,
solidos y liquidos/sélidos las diferencias no pudieron considerarse sig-
nificativas (cuadro niimero 2).

2.2 Leche pasterizada.

Los valores més altos de x no mostraron diferencias significa-
tivas (cuadro niimero 6).

3. MEegTopos.
3.1 Leche natural.
3.1.1 Tiempos de incubacién.

Del anélisis de las medias obtenidas para una misma tempera-
tura y medio de cultivo. mediante incubaciones de 48 y 72 horas, en
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los medios liquidos, no se obtuvieron valores de diferencia significativa
(cuadro ntmero 3).

3.1.2 Temperaturas de incubacién.

Del resultado de comparar cada medio con él mismo, variando
Unicamente la temperatura, no se dedujo significacién alguna la dife-
rencia entre las respectivas medias (cuadro nimero 4).

3.2 Leche pasterizada.

3.2.1 Tiempos de incubacién.

Utilizando como dnica variable el tiempo de incubacién no se
obtuvieron tampoco diferencias significativas {cuadro ntimero 7) en la
leche pasterizada.

3.2.2 Temperaturas de incubacién.

La temperatura de incubacién ha determinado una diferencia
altamenle significativa entre las medias obtenidas en caldo bilis verde
brillante incubado durante 48 horas y ligeramente significativa en el
mismo medio incubado 72 horas.

No han mostrado significacion alguna las dilerencias analizadas
en los cuatro casos restanles (cuadro niimero 8).

4. CONTROL MICROSCOPICO DEL ASPECTO COLIFORME.

4.1 Medios liquidos.

En todos los tubos de cultivo con produccién de gas existian gér-
menes coliformes.

En tres de las muesiras de leche natural pudimos observar la
presencia, ademds, de cocos gramposilivos en los lubos que contenian
caldo Mac Conkey tanto incubado a 30" C como a 37°C, en cambio no
existian en los tubos de caldo bilis verde brillante sembrados a partir
de dichas muestras.

Estos cocos fueron aislados y clasificados como pertenecientes al
género Streplococcus.'

4.2  Medios sélidos.

Al mismo tipo de control (preparacién tenida y estudio micros-
copico de la misma) fueron sometidas las colon'as presuntivamente

— 178 o=



positivas y dudosas de las placas de agar bilis rojo violeta y agar
desoxicolato, con el siguiente resultado:

a) Agar bilis rojo violeta: aspecto coliforme de todos los gér-
menes integrantes de las colonias tipicas y dudosas (poco numerosas).

b) Agar lactosa dosoxicolaio: nueve muestras de leche natural
y cualro de pasterizada dieron origen a colonias, de escaso desarrollo
y color rosa, de microorganismos de forma cocoide grampositivos, ca-
talasa positivos, que fueron clasificados de acuerdo el Bergey’s Manual,'*
como del género Micrococcus. Estas colonias se encontraban entremez-
cladas con colonias de gérmenes coliformes y no siempre se distinguian
bien por su desarrollo e intensidad de color, producido por viraje del
medio.

5. Discusion.

5.1 Leche natural.

Los resultados obtenidos para la leche natural (tabla I) y la sin-
tesis de estos resultados determinada por un analisis de varianza apli-
cado a la diferencia entre medias (cuadros ntims. 1 al 4 inclusives), nos
ponen de manifiesto que las técnicas empleadas (métodos) y medios uti-
lizados dan lugar a contajes de bacterias coliformes muy parecidos, no
existiendo diferencias realmente significativas.

Es de notar, sin embargo, que en todos los casos existi6 una
diferencia relativa a los tiempos de incubacién a favor de una incu-
bacién mas prolongada (tres dias) (tabla I) y aunque estas diferencias
no hayan resultado significativas (cuadro numero 3) su existencia re-
petida habla en favor de una incubacion de 72 horas.

Al no ser suficiente la enumeraciéon cuantitativa sobre un medio,
ni tampoco la técnica seguida en dicha enumeracién para establecer di-
ferencias precisas en cuanto al comportamiento de medios y métodos,
habria que considerar otros aspectos técnicos, como claridad en la in-
terpretacién de las reacciones, desarrollo de las colonias y posibilidad
de diferenciacién de éstas, tiempo de incubacion, comodidad de una
técnica para su realizacién como método de rutina, eficacia selectiva del
medio, etc.

Concretamente en la leche natural el niimero de diluciones a en-
sayar debe ser de 4-5 como minimo para cubrir las cantidades varia-
bles de coliformes por cc. de leche. El niimero de tubos sembrados por
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tanto debe ascender a 36 6 45 por muestra convirtiéndose esta técnica
colimétrica en engorrosa por el tiempo que requiere su ejecucién,

La posibilidad de utilizar un medio sélido simplifica la técnica
permitiendo, ademas, una lectura a las 22-24 horas.

A la hora de sefialar una preferencia por un medio sélido debe-
riamos tener en cuenta la posible presencia de gérmenes no coliformes
en el medio agar desoxicolato, que pueden dar lugar a confusién al
realizar un contaje ya que la apariencia de las colonias es, en algunos
casos, semejante, como hemos podido comprobar en el curso de esta
investigacion.

El medio agar bilis rojo violeta se mostré también superior al
de desoxicolato en claridad para la diferenciacién de colonias a las 22
horas de incubacién, siendo éstas de mayor tamafio y color rojo vivo
mas intenso que en el medio al desoxicolato.

Las consideraciones expuestas nos llevan a sefialar el medio de
agar bilis rojo violeta como el mas idéneo para la enumeracién de
gérmenes coliformes en leche natural, incubado a temperaturas com-
prendidas entre 30°C y 37°C, no habiendo podido comprobar en este
medio las deficiencias a que hacen referencia Morris y CERNY."

5.2 Leche pasterizada.

En la leche pasterizada las diferencias entre métodos y medios
han sido realmente significativas (cuadro nimero 5) siendo el factor
que mas influye en estas diferencias la temperatura de incubacién (cua-
dro ntimero 8).

Cabe pensar. segun esto, que la microflora coliforme de la leche
pasterizada tiene un comportamiento distinto frente a los medios y mé-
todos estudiados a la de la leche natural, bien porque su origen sea dis-
tinto o porque el tratamiento térmico (relaciéon tiempo,/temperatura mi-
nimos) realizé una verdadera seleccién en dicha microflora.

No se pueden deducir, sin embargo, ventajas claras del empleo
de uno u otro medio {cuadro nimero 6) y en cuanto al tiempo de in-
cubacion tiene plena validez lo dicho para la leche natural.

Los factores que podrian determinar la eleccién de un medio
solido o liquido son la posibilidad de sembrar mayores volimenes de
leche en los medios liquidos, condicién importante habida cuenta del
escaso numero de coliformes que debe contener la leche pasterizada, asi
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CUADRO NUM. 2

Leche natural - Medios

(Valores mas altos de x)

MEDIOS

RESULTADOS DEL ANALISIS

1. Medios liquidos X s t P

Significacidn

CMcK: 30°C-3 dias 4,21

CBVB: 37°C.3 dias 4,28 038 043 >0,6

2. Medios sé6lidos

ALDC: 37°C 4,18 o

ABRV: 37°C 427 017 083 >03 —
3. M. liquidos/sélidos

CBVB:37° C-3 dias 4,28 .,

ABRV: 37°C 427 02 008 >09  —

Clave y simbolos: Cuadro niim. 1

CUADRO NUM. 3
Leche natural - Tiempos de incubacion

{(Unica variable: dias de incubacién)

e

RESULTADOS DEL ANALISIS

MEDIO: METODO —
X St t P

Significacion

1. CMcK: 30° C-2 dias 4,00

CMcK: 30°C-3 dias 4,21 0,50 1,16 >02

2. CMcK: 37°C-2 dias 4,17

CMcK: 37°C.3 dias 418 O%° 000 >09

3. CBVB: 30°C-2 dias 4,05

CBVB: 30°C-3 dias a03 039 Ol8 >08

4 CBVB: 37C2 dias 422 .
CBVB: 37°C.3 dias 498 o2 04l >06

e —————— o—
Clave y simbolos: Cuadro niim. 1.
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Leche natural - Temperaturas de incubacion

(Unica variable: temperatura)

CUADRO NUM. 4

Clave y simbolos: Cuadro nim. 1.

— RESULTADO DEL ANALISIS B
MEDIO: METODO X S ¢ P Significacién
TR A 0w son -
PO RS W o o s -
I I AR e aw see -
TR RO % e m sa
AR T e S0 -
o B 2 s son -
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CUADRO NUM. 5
Leche pasterizada - Medios y métodos

(Valores extremos de x)

RESULTADOS DE ANALISIS

MEDIOS: METODOS

CUADRO NUM. 7
Leche pasterizada - Tiempos de incubacién
(Unica variable: dias de incubacién)

RESULTADOS DEL ANALISIS

MEDIO: METODO y S N P Significacién

x S? t P Significacion
1. Medios sélidos
ALDC: 30°C 2,18 032 056 >0,5 —_—
ABRV: 37°C 2.26

1. CMcK: 30°C-2 dias 1,92

8 0, 0,3 -
CMcK: 30°C-3 dias 99 LSS 090 >

2. Medios liquidos
CBVB: 30°C-2 dias 1,86 1,07 2,75 >001 4 +
CBVB: 37°C.3 dias 2,57

3. M. solidos/liquidos

ALDC: 30°C 218 050 3,00 >001 4+ +
CBVB: 37°C-3 dias 2.57

4. M. liquidos/sélidos

CBVB: 30°C-2 dias 1.86 090 1,6 > 0,05 -+
ABRV: 37°C

Clave y simbolos: Cuadro ntm. 1. + 4 = Altamente positi\-z;

CUADRO NUM. 6
Leche pasterizada - Medios

(Valores mas altos de x)

RESULTADOS DE ANALISIS
MEDIOS - = L P
X S? t Y Significacidn

1. Medios liquidos
CMcK: 37°C-3 dias 230 1,06 1.04 >03 -
CBVB: 37°C-3 dias 2.57

2. Medios sélidos
ALDC: 37°C 219 030 054 >0,5 —
ABRV: 37°C 2.26

3. M. liquidos/sélidos

CBVB: 37°C-3 dias 257 052 165 >0,1
ABRYV: 37°C 2,26

= T

Clave y simbolos: Cuadro ntm. 1.
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2. CMcK: 37°C-3 dias 2,01
CMcK: 37°C-3 dias 2,30
CBVB: 30° C-2 dias 1,86
CBVB: 30°C-3 dias 2,19
4. CBVB: 37°C-2 dias 2,41
9 - 7 ’4 .

CBVB: 37°C3 dias 257 2 0B >0

149 095 >03 .

[}

.19 112 >02  —

Clave ¥ simbolos: Cuadro ntim. 1.

CUADRO NUM. 8
Leche pasterizada - Temperaiuras de incubacién
(Unica variable: temperatura)

RESULTADOS DEL ANALISIS

MEDIO: METODO ; gz ¢ P Significacirfn

1. CMcK: 30° C-2 dias 1,92
CMcK: 37°C-2 dias 2,01

2. CMcK: 30° C-2 dias 2,21
CMcK: 37°C-3 dias 2.30
3. CBVB: 30°C-2 dias 1,86
CBVB: 37°C-2 dias 2,41

4. CBVB: 30°C-3 dias 2,19
CBVB: 37°C-3 dias 2,57

1,66 03  >07 —

141 03 > 0,7 ==

1,00 209 >002 4+ +

0.3 013 >108 —

5. ALDC: 30°C 2,18 i i
ALDC: 37°C o1e 081 180 >005 4
6. ABRV: 30°C 2.96
’ 13 0.8 .
ABRV: 37°C 2,97 03 013 >0,

Clave y simbolos: Cuadros nim. 1 y nam. 5.
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RESUMEN

Se sometieron a un estudio experimental comparativo cuatro me-
dios de cultivo selectivos para el grupo coliforme de bacterias. De éstos
dos eran liquidos (caldo Mac Conkey y caldo bilis verde brillante) y
dos sélidos (agar lactosa desoxicolato y agar bilis rojo violeta) y con-
siderados como de uso mas extendido en la determinacién del indice
colimétrico en la leche.

La investigacién se llevé a efecto a partir de treinta muestras
de leche natural y treinta de leche pasterizada y con el fin de precisar
la eficacia comparativa de los citados medios en la deteccién y enume-
racién de la microflora coliforme de la leche.

De los resultados obtenidos se deduce que. por lo que se refiere
a la leche natural, no existen diferencias significativas entre medios y
técnicas como para decidir el empleo de unos u otros por lo que, su-
perado el aspecto cuantitativo de la enumeracién de coliformes, la elec-
cién de un medio de contaje deberia hacerse basindose en condiciones
de orden cualitativo o técnico como son: claridad en la interpretacién
de resultados, desarrollo de las colonias, capacidad selectiva del medio,
tiempo de incubacién, facilidad en la ejecucién de una técnica de forma
rutinaria, etc,

Siguiendo el anterior razonamiento creemos que el medio agar
bilis rojo violeta serfa el indicado a utilizar como método de rutina en
el control de bacterias coliformes en leche natural.

Esta afirmacién se basa tanto en sus cualidades selectivas, pe.
riodo de incubacién corto (22 horas) facil desarrollo y diferenciacién
de las colonias, como en la complejidad de la técnica de siembra (ele-
vado nimero de diluciones y tubos a sembrar) en medios liquidos cuan-
do se trata de un analisis de leche natural con una cifra de coliformes
que puede oscilar entre limites amplios.

Respecto a la leche pasterizada existieron diferencias significati-
vas entre medios y métodos pero no entre medios, debiéndose aquéllas
fundamentalmente a la temperatura de incubacién. Tendria validez, en
parte, por tanto lo dicho para la leche natural si en la leche pasterizada
no existiese una nueva condicién limitativa para el empleo de medios
sélidos como técnica para determinar el indice colibacilar, siendo ésta
que, existiendo escaso nimero de gérmenes de este tipo, cuando la pas-
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terizacion es correcta y la leche se conserva a bajas temperaturas, las
cifras de coliformes por placa serian bajas considerando,, ademas, la
conveniencia de no sembrar en cada placa de Petri mas de 1 cc. de
leche.

En cambio la siembra en tubos permitiria utilizar volimenes ma-
yores de leche asegurando asi la fidelidad de los resultados.

Por otra parte el inconveniente del nimero de diluciones y tu-
bos a utilizar en este caso no existe en el grado que sefialamos para la
leche natural, simplificindose la técnica hasta el punto de poder reco-
mendarse por su sencillez como método de rutina.

El medio liquido caldo bilis verde brillante resultaria, segin
lo expuesto, el mas idoneo para utilizar en el control de coliformes en
leche pasterizada, con la ventaja principal sobre el medio de Mac Conkey
de mostrar una mayor capacidad selectiva.

RESUME

On a étudié, d’'une maniére expérimentale et comparative, quatre
milieux de culture sélectionnés pour le groupe coliforme de bactéries.
Deux d'entre eux étaient liquides (bouillon Mac Conkey et bouillon de
bile, de couleur verte brillante) et les deux autres étainent solides (agar
lactose desoxycolate et agar de bile, de couleur rouge-violet); ils étaient
tous considérés comme d’usage plus commun ou étendu pour la déter-
mination de l'index colimétrique du lait.

La recherche a été faite avec 30 échantillons de lait cru ou na-
turel et 30 échantillons de lait pasteurisé, a fin de préciser lefficacité
comparative des susdits milieux de culture pour la détection et liénnu-
meration de la microflore coliforme du lait.

D’aprés les résultats obtenus, on déduit que concernant le lait
cru il n’y a pas de différences significatives entre les milieux et les
techniques ou méthodes comme pour décider lesquels d’enire aux uti-
liser et, pourtant, aprés avoir résolu I'aspect quantitatif de ’énumération
des coliformes, le choix d'un milieu de comptage devrait se faire en se
basant sur des conditions d’ordre qualitatif ou technique, telles que:
clarité dans liinterprétation des résultats, développement des colonies,
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pouvoir sélectif du milieu, temps d’incubation, facilité dans I-exécution
d’une technique ou méthode de forme routiniére, etc.

En suivant le raisonnement précédent nous croyons que le milieu
agar de bile, de couleur rouge violet, serait le plus approprié pour étre
utilisé comme méthode routiniére dans le contréle des bactéries coli-
formes dans le lait cru.

Cette affirmation est basée aussi bien dans ses qualités sélectives,
—temps d’incubation court (22 heures), développement facile et différen.
tiation des colonies-—, que dans la compléxité de la technique d’ense-
mencement (grand nombre de dilutions et de tubes a ensemencer) dans
des milieux liquides quand il s’agit d'une analyse de lait cru avec un
nombre de coliformes qui peut varier beaucoup.

Quant au lait pasteurisé, il y eut des différences significatives
entre les milieux et les méthodes mais non pas entre les milieux eux-
mémes, les susdites différences étant fondamentalement dues i la tem-
pérature d’incubation. Par conséquent, ce que nous avons dit sur le
lait cru serait vrai, en partie, si dans le lait pasteurisé il n’y efit pas
une nouvelle condition limitative pour lutilisation ou emploi de milieux
solides comme technique pour déterminer lindex colibacillaire, cette
condition étant que comme il existe un petit nombre de bactéries de ce
type, quand la psteurisation est correcte et le lait est conservé a des
températures basses, le nombre de coliformes par plaque serait petit
et considérant, en outre, la convénience de ne pas ensemencer plus d’un
ml. de lait dans chaque plaque Petri.

Au contraire, ’ensemencement dans des tubes permettrait d’utili-
ser des volumes de lait plus grands, assurant ainsi la fidélité des ré-
sultats.

D'autre part, Pinconvénient de la quantité ou nombre de dilu-
tions et de tubes & utiliser n’existe pas dans ce cas dans 'ordre ou dégré
que nous avons indiqué pour le lait cru, la technique oum éthode étant
ainsi simplifiée jusqu’au point de pouvoir la recommander par sa sim-
plicité comme méthode routiniére.

Le milieu liquide, bouillon de bile, de couleur verte brillante,
serait donc, ddaprés ce qui a été indiqué, le plus convenable et appro-
prié pour étre utilisé dans le contréle des coliformes dans le lait pasteu-
risé, ayant comme avantage principal sur le milieu Mac Conkey celui
d’avoir un pouvoir sélectif plus grand.
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SUMMARY

Four selective culture media for the coliform group of bacteria
have been experimentally and comparatively studied. Two of them were
liquid (Mac Conkey broth and brilliant green bile broth) and the two
others were solid (desoxycollate lactose agar and violet red bile agar).
They all were considered of great use for the determination of the
coliform count in milk,

The research work was carried out with 30 samples of raw milk
and 30 samples of pasteurized milk in order to determine with precision
the comparative efficiency of said media to detect and to enumerate the
coliform microflora of milk.

From the results obtained we may deduce that there are not any
significative differences between the media and the technics or methods
as to decide on which of them should be utilized. So, after overcoming
the quantitative aspect of the enumeration of coliforms, the choice or
selection of a count medium should be done on the basis of qualitative
or technical conditions such as: clearness and conspicuity to interprete
the results, development of the colonies, selective capacity of the medium,
time of incubation, easiness to utilize a technique or method as a routine
test, etc.

In accordance with the preceding argument we think the violet
red bile agar would be the most adequate or suitable to be used as a
routinary method to control the coliform bacteria in raw milk.

This statement is based on their selective qualities, short period
of time of incubation (22 hours), easy development and differentiation
of the colonies, as well as the complexity of the seeding technics or
method (a great number of dilutions and of tubes to be seeded) in liquid
media when an analysis of raw milk with a number of coliforms, which
may oscillate between large limits, is concerned.

Regarding the pasteurized milk there were some significative
differences between the media and the method utilized but not among
the media. These differences were mainly due to the temperature of the
incubation.

Therefore, what we have said about raw milk would be true if
in pasteurized milk there would not be a new limitative condition for
the use of solid media as a method to determine the coliforms index.
Such condition is that as there is a little number of bacteria of this type
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when the pasteurization is rigth and the milk is kept at low tempera-
ture, the number of coliforms per plate would be low, keeping also in
mind the convenience of not seeding more than 1 ml, of milk in each

Petri dish.

Instead the seeding in tubes would permit to use greater volumes
of milk so insuring satisfactory and correct results.

On the other hand, the inconvenient of the number of dilutions
and tubes to be used in this case does not exist in the order or grade
indicated for raw milk and then the technique or method is simplifier
and it may even be recommended as a routine test due to its simplicity.

The brilliant green bile broth liquid medium would be, accor-
ding to the above indicated, the most adequate to be used to control
the coliforms in pasteurized milk with the main advantage against Mac
Conkey medium of showing a greater selective capacity.
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