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PRESENZA ED ORIGINE DEL GRUPPO COLI-AEROGENES
NEL LATTE

Al gruppo Coli-aerogenes appartiene quella numerosa schiera di schizo-
miceti a forma di bastoncino, mobili od immobili, Gram-negativi, asporigeni,
non cromogeni, aerobi facoltativi che fermentano glucosio e lattosio con pro-
duzione di acidita e di gas.

La loro presenza nel latte crudo del mercato & indiscutibile sia questo
destinato all'uso industriale o all'alimentazione.

Nella classificazione di Bergey (6) i microbi del gruppo Coli-aerogenes
sono compresi nella famiglia delle Bacteriaceae sotto i generi Escherichia ed
Aerobacter.

Escherichia. Bastoncini mobili ed immobili che si riscontrano comune-
mente nell'intestino di animali normali. Attaccano numerosi idrati di car-
bonio con formazione di acidi e frequentemente di acidi e gas. Non produ-
cono acetilmetilcarbinolo. Vi appartengono 29 specie.

Aerobacter. Bastoncini mobili od immobili comunemente presenti nel-
l'intestino di animali normali. Producono acetilmetilcarbinolo. Vi apparten-
gono 6 specie.

Assai comune e particolarmente adottata nel campo lattiero € la distin-
zione in Bac. coli (o anche Escherichia coli) e in Bact. aerogenes (od anche
Aerobacter aerogenes) con tutti i numerosi ceppi tipici od atipici comprendenti
anche i termini di passaggio tra l'uno e l'altro. Detta distinzione ha un par-
ticolare valore dal punto di vista igienico inquantoché il Bac. coli viene consi-
derato come un germe di origine prettamente fecale, mentre il Bact. aero-
genes nelle feci si riscontra assai di rado.

La loro presenza é indiscutibile nel latte crudo del mercato in qualsiasi
modo esso venga prodotto, ma il loro numero varia assai con il modo di pro-
duzione e di conservazione e assume un valore alquanto diverso secondo se
& considerato dal punto di vista igienico o da quello tecnologico della tra-
sformazione del latte.

Gli igienisti tengono conto soltanto del Bac. coli come germe fecale,
talvolta patogeno e talvolta presumibilmente accompagnato dagli altri germi
patogeni dell'intestino. .

Sono stati dimostrati come causa del catarro e delle diarree intestinali
ceppi del Bac. coli ingeriti con il latte crudo (Gaffky (24), Abraham (I)
ed altri.
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Per le trasformazioni del latte la differenza tra il Bac. coli e Bact. aero-genes
non ha importanza, perché ambedue, se presenti in notevoli quantita, risultano
assai dannosi. Possono essere causa del latte filante, dei sapori anor- mali del
latte, del burro e del formaggio, ma sopratutto possono dar luogo al
gonfiore del formaggio.

La provenienza del Coli-aerogenes nel latte pud essere di varia origine,
ma dipende quasi totalrnerite dal modo come & stata eseguita la mungitura ed
i successivi trattamenti del latte, inquantoché il latte contenuto nella mam-
mella non contiene quasi mai detti microbi. Le particelle fecali attaccate alla
mammella od alle mani del mungitore, le squame e i peli della vaccina, la
lettiera, il foraggio, il pulviscolo atmosferico, le mosche, i filtri e i recipienti
possono portare nel latte quantita piu o meno forti dei microbi del gruppo
Coli-aerogenes.

METODI DI RICERCA QUANTITATIVA DEL GRUPPO
COLI-AEROGENES NEL LATTE

Tenuto conto della costante presenza del gruppo Coli-aerogenes nel
latte, della sua origine e della sua importanza, appare logica la ricerca di
un metodo per determinare rapidamente ed in modo semplice il suo con-
tenuto nel latte. Perche il numero del Coli-aerogenes pud presentare un
buon indizio della entita di inquinamento, cioé del grado di pulizia e del
modo di conservazione.

Percid numerosi sono i metodi proposti in merito, molti dei quali
hanno avuto origine da quelli usati per la ricerca del Coli-aerogenes nel-
l'acqua (nella quale detti germi assumono un'importanza assai diversa che
non nel latte), ma nessuno si puo dire abbia avuto sin ora consensi unanimi
da coloro che li sperimentarono. Si & creduto percid opportuno di passarli
in rivista vagliando il loro valore in base ai risultati ottenuti dalle numerose
ricerche condotte in merito. Tenendo conto dei principi sui quali si ba-
sano, i metodi possono dividersi come segue:

1) Metodi nei quali ad un esame preliminare segue un esame di con-
ferma. L'esame preliminare si basa sull'acidificazione e sullo sviluppo di gas
nel brodo lattosato, mentre quello di conferma sullo sviluppo di colonie
caratteristiche sui mezzi nutritivi solidi (per es. agar di Endo), sul compor-
tamento nella gelatina e sulla colorazione di Gram. Vi appartiene il me-
todo standard americano per la ricerca del Bac. coli nelle acque e il metodo
di Neri e Simonetti (63).

2) Metodi che si basano sui terreni resi selettivi con aggiunta di bile o
di sali biliari. Tali sono i terreni di Mc. Conckey (60) e Pegallac (49) ai
quali viene aggiunta la bile e quelli di Chalmers (11) e Leifson (50) che
contengono sali biliari.

3) Metodi che si basano sui terreni resi selettivi con aggiunta di colori
di anilina od altre sostanze coloranti accompagnati o no da bile; questi
sono i piu numerosi e piu diffusi. Vi appartengono:

Brodo bile lattosio verde brillante (78)
Brodo bleu di metilene bromocreosolporpora (14)
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Brodo lattosio cristalvioletto (79)

Brodo lattosio violetto di genziana (80) Brodo

bile lattosio violetto di genziana (39)

Brodo lattosio bile fucsina bleu di bromotimolo (90)
Brodo lattosio verde di malachite al bromotimolo (90)
Agar eosina bleu di metilene (79)

Agar bile rosso violetto (56) -

Agar di Endo (51)

Brodo tripaflavina (38, 12)

Agar tripaflavina 1. (38, 12)

Agar tripaflavina bleu di bromotimolo 1I. (38, 12) -

4) Metodi che si basano sul viraggio del rosso neutro in giallo con la
fluorescenza verde. Vi fanno parte i brodo rosso neutro, brodo glucosio
rosso neutro (81)e il brodo glucosio-bile-rosso neutro (67).

5) Metodi che si basano sull'azione selettiva di formiati e ricinoleati.
Sono i piu recenti. Vi fanno parte:

agar citrato ricinoleato di Littmann e Stark (43)

brodo formiato ricinoleato di Stark e England (71)

agar formiato ricinoleato bleu di metilene rosso neutro di
Bartram e Black (2).

6) Ricerca dell'indolo.

La quantita di Coli-aerogenes per cc. si esprime con la media aritme-
tica delle colonie, quando vengono usati terreni agarizzati, mentre per ter-
reni liquidi, col numero della diluizione massima che ha dato il risultato
positivo.

Assai usate sono per i terreni liquidi le tabelle di Mc. Grady (61) che,
se pure non perfette (58), rispondono abbastanza bene allo scopo anche
quando vengono usate solamente due provette per ogni diluizione.

1. — Metodi di arricchimento con prova di conferma.

Molti A.A. hanno cercato di applicare al latte i metodi per la ricerca del
gruppo Coli-aerogenes nelle acque, ma spesso con risultati poco soddisfa-
centi. Cosi € stato oggi quasi completamente abbandonato per il latte il
metodo standard americano per la ricerca del Coli nelle acque. Il metodo
consiste nella semina delle varie diluizioni del latte nel brodo lattosato di-
stribuito nelle provette Durham. Dopo 24-28 ore a 37°C il materiale delle
provette contenenti il gas viene seminato sull'agar di Endo, oppure sul-
l'agar bleu di metilene e eosina. Le colonie caratteristiche vengono nuova-
mente seminate nel brodo lattosato, quindi le provette che presentano for-
mazione di gas, vengono sottoposte ad esame microscopico previa colora-
zione di Gram. Le provette che contengono germi Gram-negativi ed aspo-
rigeni sono tenute come positive per il Bac. coli. Il metodo oltre ad essere
lungo non risponde sempre bene perché gli aerobi sporigeni e i fermenti
lattici possono talora ostacolarelo sviluppo del Coli-aerogenes.

Infatti Farrell (18) afferma di aver riscontrato nel controllo del latte
crudo (66 campioni) cifre di Coli-aerogenes nettamente inferiori con il brodo
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lattosato (con o senza tampone) rispetto al brodo lattosio bile verde bril-
lante, brodo lattosio fucsina e brodo bromocreosolporpora bleu di metilene.
Anche Mc Crady e Archambault (54) hanno trovato, per il latte crudo e pa-
storizzato, il brodo lattosato inferiore al brodo lattosio bile verde brillante.
Invece Gunsalus e Stark (23) ritengono, per l'esame del latte pastorizzato,
l'arricchimento in brodo lattosato tamponato o non tamponato con fosfati
e successivo trapianto in brodo ricinoleato formiato, ugualmente buono al
brodo lattosio bile verde brillante e alla diretta ricerca con brodo ricinoleato
formiato. Non & escluso che a questi risultati contribuisca lo scarso numero
dei fermenti lattici presenti nel latte pastorizzato.

Il metodo di Neri (63) si basa sulla acidificazione del brodo lattosato
in presenza di rosso fenolo che serve come indicatore per il pH. Le pro-
vette acidificate, dopo la permanenza di 18 ore a 37°C, si sottopongono al-
I'esame di conferma. Vengono dichiarate positive per il Bac. coli quelle con-
tenenti germi Gram negativi non sporigeni e non fluidificanti la gelatina.

Secondo Lepanto (52) e Gabbano (25) il metodo risponde assai bene;
bisogna perd tenere presente cid che si € detto sopra in merito al metodo
standard americano. Anche la fluidificazione della gelatina ha valore rela-
tivo inquantoché Demeter e Sauer (12) e Johnson e Levine (32) hanno ri-
scontrato ceppi del Coli-aerogenes liquefacenti.

2. - Terreni nutritivi a base di bile e sali biliari.

I metodi nei quali vengono adoperati i terreni nutritivi contenenti bile
o sali biliari si basano sulla proprieta di questi ultimi e della bile stessa di
ostacolare lo sviluppo di alcuni germi presenti nel latte capaci di dare
false reazioni positive oppure di pregiudicare lo sviluppo del Coli-aerogenes
nel latte. (Van der Reis (82), Leifson (50) ed altri). La bile viene gene-
ralmente aggiunta da 3.5 % al brodo lattosato (in presenza di un indicatore
di acidita), versato nei tubi di fermentazione, per continuare lo sviluppo di
gas. La selettivita dei terreni nutritivi a base di bile e di sali biliari & pero
in genere alquanto relativa. Mc Grady e Archambault (54) affermano che
sull'agar aggiunto di sali biliari soltanto circa 33 % di colonie tipiche risul-
tano realmente appartenenti al Coli-aerogenes. Anche Lerner (49) afferma
che il metodo di Pegallac risulta inferiore alla stessa ricerca dell'indolo.
Pure il terreno di Mc. Conckey é secondo Farrell (18) notevolmente infe-
riore ai terreni contenenti la bile e i colori di anilina.

In questi ultimi anni € stato sperimentato con notevole successo
un nuovo tipo di agar a base di sali di acido desoxyholico propugnato da
Leifson (50). (L'acido desoxyholico & un componente della bile che non era
mai stato usato in precedenza nella ricerca del gruppo Coli-aerogenes con
terreni selettivi). Solo i suoi sali alcalini sono solubili nelle soluzioni aventi
il pH. superiore a 7,5). In particolar modo il desoxyholato di sodio eser-
cita su certi microbi presenti nel latte un'azione solubilizzante e ostacolante
assai superiore della bile. Mentre nella zona del pH. 6,5-8,0 i microbi Gram-
negativi dell'intestino crescono ancora bene, gli streptococchi e micrococchi si
sviluppano malissimo o non crescono affatto. Bartram e Black (2) annoverano
I'agar desoxyholato tra i terreni nutritivi che rilevano il maggior numero dei
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microbi del gruppo Coli-areogenes presenti nel latte ritenendolo migliore al
brodo verde brillante, brodo lattosio fucsina, brodo taurocolato, agar hexamina
e agar di Endo, mettendolo pressoche alla pari col brodo formiato ricinoleato
e brodo bleu di metilene creosolporpora. Anche Yale (87) afferma essere
codesto terreno nutritivo, assieme all'agar rosso violento bile, il migliore tra i
dieci piu comunemente usati nella ricerca del gruppo Coli-aerogenes nel
latte pastorizzato.

3. - Terreni nutritivi a base di sostanze coloranti e bile.

Si basano sull'azione ostacolante che esercitano alcuni coloranti, in par-
ticolar modo quelli a base di anilina, sullo sviluppo dei microbi del latte
non appartenenti al gruppo Coli-aerogenes, microbi che potrebbero dar
luogo a risultati positivi falsi (produzione di acidita e gas) o comunque
ostacolare la crescita dei ceppi del suddetto gruppo. L'azione ottenuta in
detto modo per0 non é assoluta come ¢ stato dimostrato da numerose ricer-
che eseguite in merito. Mentre da una parte non si pud impedire del tutto
e sempre lo sviluppo dei microbi capaci di produrre acidita e gas, non ap-
partenenti al Coli-aerogenes (cioé risultati positivi falsi), d'altra parte i co-
loranti impediscono lo sviluppo di qualche ceppo del gruppo Coli-aero-
genes. Per mitigare codesta azione tossica sul gruppo Coli-aerogenes € stata
aggiunta a molti terreni e con notevole successo, la bile (73, 16).

Dalle numerose ricerche eseguite in merito all'efficacia di questi metodi
chiamati in America « presumptive test » sono emersi i suddetti difetti, main
modo assai vario. Maggiormente sperimentato € stato il brodo bile verde
brillante proposto come metodo standard negli Stati Uniti d'America, ivi
assai diffuso e generalmente ritenuto come uno dei migliori se pure non
perfetto. Il gruppo Coli-aerogenes verrebbe rilevato dalla presenza di gas
nei tubi di fermentazione in quantita non inferiore al 10 % del tubetto capo-
volto; quantita inferiori di gas darebbero risultati dubbi.

Secondo Mc Crady e Archambault (54) le reazioni positive sarebbero
molto attendibili, inquantoché hanno constatato che i risultati positivi presen-
tano, per il latte pastorizzato 1'89 % e per il latte crudo, il 99 % di probabilita
(qualora il gas superi il 10% del tubo capovolto), mentre i risultati dubbi
(gas meno del 10 %) solamente 45 % per il latte pastorizzato e 92 % per il latte
crudo. Risultati meno soddisfacenti ha ottenuto Farrell (18) per il latte
crudo secondo il quale soltanto I’80 % di prove positive (gas) conterrebbe
realmente i microbi del gruppo Coli-aerogenes, mentre nelle rimanenti
20% il gas viene prodotto da altri microrganismi. Farrell inoltre osserva
che questo metodo non pud rispondere cosi bene per il latte come per l'ac-
qua, in particolar modo quando vengono seminate notevoli quantita di latte
(1 cc.) inquantoché i protidi, glucidi e lipidi assorbono in parte le sostanze
ostacolanti i microbi non appartenenti al gruppo Coli-aerogenes, dimi-
nuendo cosi il potere selettivo dei terreni. Contrariamente Yale (88) e Guit-
tonneau, Macquot e Eyrard (20) affermano di aver ottenuto ottimi ri-
sultati seminando nel brodo bile verde brillante 1 cc. di latte pastorizzato.
Parlando poi in genere dei terreni selettivi, Farrell (18) afferma che da mi-
gliaia di prove & emerso non essere sempre migliori quelle che danno il mag-
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gior numero di Coli-aerogenes, perché in molti casi permettono lo sviluppo
di altri germi produttori di gas e acidita. L'A. poi conclude che non esiste
un terreno selettivo con il quale si possano ottenere risultati sicuri e si do-
manda se vale la pena di fare l'esame di conferma nel caso brodo verde
brillante (che considera tra i migliori), ove 1I'80 % di prove positive risul-
tino realmente tali. Secondo Leahy (44) il 90% di prove positive ottenute
col brodo verde brillante conterrebbe realmente il Coli-aerogenes. Anche
Stark e Curtis (73) affermano che l'aggiunta di 1 cc. di latte abbassa il po-
tere selettivo del brodo bile verde brillante e di altri terreni selettivi che si
basano sul medesimo principio. Il gas pud essere percid prodotto da alcuni
micrococchi e da qualche ceppo appartenente al Bac. proteus e, secondo Gun-
salus e Stark (22, 23), anche dagli anaerobi. Stark e Curtis (72) affermano
in un altro lavoro che oltre che nel brodo bile verde brillante (che & conside-
rato uno dei migliori terreni nutritivi a base di colori di anilina) anche
negli altri terreni nutritivi e precisamente nel brodo cristalvioletto di Salle,
brodo di Dominik e Lauter e brodo violetto di genziana si possono svilup-
pare microrganismi capaci di dare risultati positivi falsi; lo stesso viene
confermato da Bartram e Black (2) pur ritenendo il brodo bile verde bril-
lante meno adatto dell'agar bile rosso violetto e l'agar bile rosso neutro per
la ricerca del Coli-aerogenes, tanto nel latte crudo, quanto in quello pastoriz-
zato. Secondo Miller e Prickett (56) l'agar bile rosso violetto non sarebbe
affatto inferiore al brodo bile verde brillante.

Anche Gehm e Heukelekian (21) trovano che lo striscio sull'agar eosina
bleu di metilene da un numero di coli-aerogenes superiore all'innesto nel
brodo bile verde brillante il che & secondo Demeter, assai probabilmente do-
vuto alla minore selettivita del primo terreno.

Sempre per ci0d che riguarda il potere ostacolante dei colori di anilina
su alcuni ceppi del gruppo Coli-aerogenes, Shunk (75) e Horwod e Hei-
fetz (26) scrivono che questo potere ostacolante € pit basso nel brodo bile
verde brillante; anche Luther e Klingen (45), seminando diverse culture
del Bac. coli e Bact. aerogenes nonche alcuni ceppi intermedi, hanno tro-
vato che i seguenti terreni nutritivi presentano, per ordine di elenco, sempre
minore sensibilita: brodo lattosato standard, brodo lattosato tamponato,
brodo bleu di metilene creosolporpora, brodo bile verde brillante, brodo
cristalvioletto e brodo formiato ricinoleato.

Un altro terreno selettivo assai diffuso €& il brodo bile lattosio violetto
di genziana di Kessler e Swenarton (39). Detti A.A. affermano che in una
serie di esperienze da loro condotte, su 1010 risultati positivi solo 10 non con-
tenevano i microbi del gruppo Coli-aerogenes. Anche Renco (67) in una serie
di ricerche comparative eseguite su 57 campioni di latte crudo non ha mai
trovato tubi con reazione positiva mancanti del gruppo Coli-aeregones. Lo
stesso A, dopo aver adottato il suddetto metodo nel controllo del latte da
consumarsi crudo, non ha riscontrato che solamente in un paio di casi ri-
sultati positivi falsi e percio lo ritiene assai adatto allo scopo menzionato
(68). Anche Demeter, pur avendo trovato che il detto brodo da talvolta
numero di Coli-aerogenes inferiore agli: altri terreni nutritivi (12) lo rac-
comanda per la praticita di uso e per la forte azione ostacolante che eser-
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cita su alcuni streptococchi e bastoncini lattici, nonche sui lieviti (16) e lo
adotta in una serie di ricerche sul latte crudo (15). Inoltre Marschall (53)
afferma di aver ottenuti risultati anche migliori dello stesso Demeter, € in-
fine Kraievkaja (34) ne consiglia vivamente I'uso.

Per cio che riguarda l'azione ostacolante del brodo bile violetto di gen-
ziana, il Klang (40) riferisce che le culture di Bac. fluorescens, Bac. subtilis,
Bac. mesentericus, Str. lactis, Tmb. lactis, Tmb. bulgaricum, Tmb. helve-
ticum e lieviti del lattosio aggiunti al brodo bile violetto di genziana as-
sieme al Coli-aerogenes, non ostacolano affatto la crescita di quest'ultimo. In
pit, solamente il Bac. fluorescens € capace di svilupparsi senza perd dan-
neggiare il Coli-aerogenes, mentre gli altri subiscono una forte diminuzione o
spariscono del tutto. Si intende che anche questo terreno nutritivo come gli
altri a base di colori di anilina, esercita una certa azione ostacolante sul
Coli-aercigenes (73) e secondo Minkewich (55) lascia sviluppare piu il Bac.
coli che non il Bact. aerogenes. Dall'altra parte Stark e Curtis (72) af-
fermano che codesto terreno, come pure gli altri a base di colori di anilina, ri-
sulta inferiore al brodo formiato ricinoleato, per il fatto che il gas pud es-
sere prodotto da alcuni micrococchi e da qualche ceppo del gruppo Proteus e
per il solito abbassamento del potere selettivo dovuto all'innesto di | cc.
di latte.

Zavagli (90) ritiene invece assai adatto il brodo lattosio bile fucsina bleu
di bromotimolo per il quale i risultati positivi sono dati dallo sviluppo di gas
e dalla acidificazione. L'A. perd giustamente afferma che i tubi contenenti
il gas ed aventi reazione acida non contengono senz'altro Coli-aerogenes, ma
dato che cio si verifica nella maggioranza dei casi, dette provette possono
considerarsi  senz'altro positive, se all'esame microscopico presentano ba-
stoncini Gram-negativi. Ci0 € stato confermato da Renco (67) e da Holz
(27); secondo quest'ultimo, detto terreno sarebbe anche superiore al brodo
violetto di genziana.

Degli altri terreni a base di colori di anilina ha avuto una notevole
diffusione l'agar di Endo, oggi caduto in disuso per la ricerca del Coli-
aerogenes del latte, perche troppo poco selettivo per tale scopo e da per-
cio risultati molto incerti e suscettibili di grandi oscillazioni (Bartram e
Black (2), Marschall (53), Demeter, Sauer e Miller (12), Mc Crady e Ar-
chambault (54). Mc Crady e Archambault affermano inoltre che sull'agar di
Endo ed agar eosina bleu di metilene soltanto in media 33 % delle colonie
tipiche risultano originate dai microbi del gruppo Coli-aerogenes. Quest'ul-
timo terreno viene sconsigliato anche da Demeter e collab. (12) poiché non
possiede azione selettiva anche perché risulta difficile la lettura delle colonie
in campo azzurro.

Numeri bassi di Coli-aerogenes si ottengono invece col brodo di cristal-
violetto di Salle (79) per l'azione microbicida del colorante su parecchi
ceppi appartenenti al suddetto gruppo (Shermann e Wing (14) e Demeter,
Suer e Miller (12) Demeter e Sauer (13) hanno trovato che su 118 ceppi
di Coli-aerogenes da loro isolati 17 non erano capaci di produrre gas nel
brodo cristalvioletto.
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Seondo Luther e Klinger (45), detta azione verrebbe esercitata sopra-
tutto sui ceppi del Bac. coli.

Negli ultimi anni alcuni A.A. americani raccomandano I'agar bile
rosso violetto, nel quale il Bac. coli forma entro 18-24 ore piccole caratteri-
stiche colonie di color rosso porpora circondate dalla bile precipitata. Mil-
ler e Prickett (56) affermano che detto terreno non é affatto inferiore al
brodo verde brillante, Bartram e Black lo ritengono superiore al brodo bile
verde brillante e Yale (87) lo trova assieme all'agar desoxyholato il migliore
dei terreni agarizzati.

Klimmer, Haupt e Brochers (38) hanno pubblicato nel 1930 risultati
di una serie di esperienze eseguite sull'azione ostacolante della tripaflavina
sui microbi del latte non appartenenti al gruppo Coli-aerogenes. L'aggiunta
di tripaflavina in ragione di 1 : 20.000 nei terreni solidi e | : 10.000 nei ter-
reni liquidi ostacolerebbe lo sviluppo degli streptococchi lattici, stafilococ-
chi, bastoncini lattici e Bac. subtilis, mentre permetterebbe lo sviluppo del
Coli-aerogenes. | suddetti A.A. propongono tre terreni nutritivi: due a base
di agar con varie quantita di tripaflavina e aggiunta del bleu di bromati-
molo come indicatore ed uno come brodo. Tutti e tre i suddetti terreni,
assieme ad altri numerosi furono oggetto di un accurato studio da parte di
Demeter, Sauer e Miller (72) i quali trovarono l'agar lattosio tripaflavina
broinotimolo migliore di tutti gli altri, compreso il brodo bile verde brillante e
il brodo bile violetto di genziana. Pressoché alle medesime conclusioni
giunge Holz (27) trovando l'agar tripaflavina bleu di bromotimolo il mi-
gliore fra i terreni nutritivi solidi, i quali rispetto a quelli liquidi, dareb-
bero in media un numero di Coli-aerogenes superiore del 50%, mentre Mar-
schall afferma che il brodo bile violetto di genziana da numeri di Coli-
aerogenes 2-3 volte e persino 10 volte superiori all'agar di tripaflavina. Lo
striscio coll'ansa Burri sul detto terreno darebbe risultati migliori. Detto
agar € stato prescritto dal Ministero dell’Agricoltura Prussiano nel metodo
standard per la ricerca del Coli-aerogenes nel latte destinato alla alimenta-
zione dei bambini (Kindermilch).

4. - Terreni nutritivi a base di rosso neutro.

Il brodo rosso neutro € uno dei piu vecchi terreni adottati per la ricerca
del Coli-aerogenes nelle acque. I microbi del gruppo Coli-aerogenes hanno la
proprieta di conferire al rosso neutro la colorazione gialla e fluorescenza
verde. La fluorescenza verde sarebbe dovuta alla riduzione del rosso neu-
tro per opera di idrogeno, mentre la colorazione gialla alla messa in li-
berta della base del rosso neutro. Secondo Rochaix e Dufourt (69) que-
stultima reazione avverrebbe solamente in reazione alcalina, perché la
comparsa della colorazione gialla sarebbe dovuta all'azione di alcali sul
rosso neutro, il fenomeno pero deve essere pit complesso, perché anche nel
brodo rosso neutro aggiunto di zucchero, dal quale vengono prodotti gli
acidi, si osserva la caratteristica reazione. Percio Vassileff (81) raccomanda
I’uso del brodo rosso neutro senza l'aggiunta di zuccheri. Cio nonostante
lo stesso A. aggiunge al brodo rosso neutro anche I cc.di latte, il che apporta
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lo zucchero e necessariamente, se vi & sviluppo di Coli-aerogenes, produ-
zione di acidita. In una serie di ricerche comparative Renco (67) ha tro-
vato il brodo rosso neutro senza zucchero nettamente inferiore al brodo
bile violetto di genziana e brodo bile fucsina bleu di bromotimolo. Tra gli
altri terreni a base di rosso neutro sono pit comunemente usati il brodo
glucosio rosso neutro di Savage e quello di Neri proposto per l'acqua. La ri-
cerca del Coli-aerogenes eseguita con quest'ultimo terreno e completata
da un esame di conferma, eseguendo la semina sull'agar per avere culture
di isolamento, darebbe secondo de' Rossi (17), risultati assai soddisfacenti.
S'intende che il brodo rosso neutro cosi preparato non & selettivo e che i
fermenti lattici presenti in abbondanza nel latte crudo possano ostacolare lo
sviluppo del Coli-aerogenes. Cio pud essere in parte evitato con aggiunta
di bile, aggiunta che puo dare, secondo Renco (67), realmente dei buoni
risultati.

5.- Terreni nutritivi a basedi ricinoleati e formiati.

Stark e England (71) hanno proposto nel 1935 un nuovo terreno nutri-
tivo liquido a base di ricinoleato sodico e formiato sodico per la ricerca del
gruppo Coli-aerogenes nelle acque e nel latte. Questo terreno nutritivo
avrebbe rispetto agli altri, a base di coloranti, il vantaggio di non ostacolare
affatto i germi del gruppo Coli-aerogenes, anzi il loro sviluppo verrebbe fa-
vorito. Nello stesso tempo impedirebbe totalmente la crescita di altri mi-
crobi presenti nell'acqua o nel latte capaci di produrre gas e dare cosi
luogo a risultati falsamente positivi; quest'ultima azione sarebbe dovuta
particolarmente al ricinoleato sodico, mentre il formiato sodico, pur avendo
un'azione pressoche uguale, favorirebbe lo sviluppo del Coli-aerogenes (cio
anche per la sua azione di tampone). Un altro vantaggio sarebbe rap-
presentato dallo sviluppo di Salmonelle capaci di produrre gas dall'acido
formico, inquantoché detta fermentazione porta un accumulo di Na OH
ed Na HCOs con un aumento del pH che dopo due giorni dalla semina
risulta sempre superiore al 6,0. Questi vantaggi del brodo ricinoleato for-
miato rispetto ai terreni a base di coloranti vengono confermati in un
altro lavoro di Stark e Curtis (72). Dalle esperienze di Gunsalus e Stark (23,
24) risulta che detti vantaggi si farebbero sentire sopratutto nella ricerca
del Coli-aerogenes nel latte crudo, mentre per il latte pastorizzato si otter-
rebbero, con il brodo verde brillante, pressoché i medesimi risultati. Gli stessi
A.A. affermano che dal controllo di 147 prove positive, 144 risultavano con-
tenenti realmente Coli-aerogenes e, in un'altra serie di esperienze eseguite
su 665 campionidi latte pastorizzato con reazione positiva, solo 2% di casi
positivi non contenevano microbi del gruppo Coli-aerogenes.

Secondo Yale (88) si possono ottenere ottimi risultati nella ricerca del
Coli-aerogenes in | cc. di latte pastorizzato tanto con il brodo ricinoleato e
formiato quanto con il brodo verde brillante. Bartram e Black (2) dopo
aver fatto ricerche comparative con numerosi terreni nutritivi trova come
migliori il brodo bleu di metilene creosolporpora, brodo formiato ricino-
leato, agar desoxyholato, seppure con nessuno di questi si possa impedire
completamente lo svlluppo dei microbi non appartenenti al Coli-aerogenes.
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Gli stessi A.A. propongono un altro terreno agarizzato a base di ricinoleato
e formiato con aggiunta di rosso neutro e bleu di metilene. Luther e Klin-
ger (45), provando lo sviluppo di diverseculture di Bac. coli, Bact, aerogenes e
di alcuni ceppi intermedi, trovano che il brodo ricinoleato formiato presenta
minor sensibilita del brodo lattosato (standard), brodo lattosato tamponato,
brodo fucsina, brodo bleu di metilene creosolporpora, brodo bile verde bril-
lante e brodo crisalvioletto. Verso il cristalvioletto e formiato ricinoleato si
dimostrerebbero particolarmente sensibili i ceppi del Bac. coli, un po' meno
quelli del Bact. aerogenes e forme intermedie. Pure Leahy (44) trova il
brodo formiato ricinoleato pressoche ugualmente sensibile al brodo bile bril-
lante, inquantoché con metodi standard ha trovato nel primo 88% di casi
Coli-aerogenes, mentre nel secondo 90%.

6. - Prova dell'indolo.

In alcuni laboratori francesi (20) ed anche in qualche altro paese
d'Europa (49) viene usata anche oggi la prova dell'indolo per la ricerca
del Bac. coli nel latte. Tale prova viene eseguita nel brodo peptonato fenico,
nell'acqua peptonata o nel brodo tripsina dopo 1-4 giorni di incubazione a
37°C con aggiunta di ben noti reagenti. Il metodo e da scartarsi qualora
si debba ricercare il Bac. coli in | cc.o in 0,1 cc. di latte, inquantoché la
presenza del lattosio impedisce lo sviluppo dellindolo (Oeser (64) Lerner
(49). La prova dell'indolo dovrebbe servire dunque per la ricerca del solo
Bac. coli, pur essendo noto che non mancano ceppi del Bact. aerogenes capaci
di produrre indolo (64) e che ne esistono alcuni altri appartenenti al Bac. coli
incapaci di detta attivita. | fattori sopra indicati rendono percido la prova
dell'indolo poco adatta per la ricerca del Coli-aerogenes del latte. Cio venne
dimostrato particolarmente dagli studi comparativi eseguiti da Demeter,
Sauer e Miller (12) e da Guittonneau, Macquot e Eyrard (20), i quali la
trovano nettamente inferiore ai terreni a base di coloranti (in particolar
modo verde brillante e violetto di genziana).

METODI PRATICI DI DIFFERENZIAZIONE DEL BACT. COLI
E DEL BACT. AEROGENES.

Provenienza e significato del Bac. coli e Bact. aerogenes nel latte

Come ¢ stato osservato precedentemente, la ricerca del gruppo Coli-
aerogenes nel latte ha importanza del punto di vista igienico solamente in
quanto questa serve a rilevare la presenza di ceppi di origine fecale e preci-
samente del Bac. coli. Perché & stato constatato che le feci umane e bovine
contengono quasi esclusivamente il Bac. coli, mentre il Bact. aerogenes pre-
domina invece, oltre che nel terreno, anche sui tuberi, cereali, nella pol-
vere ed anche nelle acque che non hanno subito un recente inquinamento
fecale (Mc Conckey (59), Clemesha (10), Johnson (31), Levine (47, 48),
Koser (36, 37), Kon (33), Malcolm (57), Wilson (86). Infatti Mc. Conckey
(59) ha riscontrato su 241 ceppi del gruppo Coli-aerogenes, isolati dalle
feci, solo 4 appartenenti al Bact. aerogenes e Malcolm (57), dall'analisi
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di 114 campioni di feci provenienti da vaccine tenute in stalla durante I'in-
verno e al pascolo durante l'estate, ha isolato 342 ceppi di Coli-aerogenes,
dei quali 96,4% erano rappresentati dal tipico Coli e 3,6% dal Bact. aero-
genes, Bac. cloacae ed altri simili. Secondo Kon (33) le feci e la lettiera
contengono esclusivamente Bact. coli, e l'origine del Bact. aerogenes
nel latte & da ricercarsi nell'inquinamento dovuto ai recipienti.

Tutto cido non vuol dire che tutti i ceppi appartenenti al Bac. coli pre-
senti nel latte provengono direttamente dalle feci. Come hanno dimostrato
Guittonneau, Macquot e Eyrard (20) e come ha potuto constatare lo scri-
vente, il Bac. coli si moltiplica benissimo nei recipienti, imbottigliatrici, re-
frigeranti poco puliti e percido assai spesso il suo alto contenuto nel latte
non e da ascriversi al diretto inquinamento fecale. Inoltre & noto che, dal
punto di vista igienico, il maggior pericolo € rappresentato dall'inquina-
mento del Bac. coli di origine fecale umana, il che si verifica rarissimamente,
mentre le feci bovine si trovano nella stalla un po' dappertutto.

D'altra parte non bisogna dimenticare che anche la presenza del Bact.
aerogenes ¢ dovuta alla scarsa pulizia nella produzione, inquantoché é stato
dimostrato che detto germe non si trova quasi mai nel latte contenuto
nella mammella (Renco (168)).

Tenendo presenti le suindicate fonti di inquinamento si comprende fa-
cilmente come, col variare delle condizioni di produzione, pud variare il
numero del Coli-aerogenes ed il rapporto tra il Bac. coli e Bact. aerogenes nel
latte.

Infatti  cio & stato confermato dalle ricerche condotte in merito da
vari A.A., ricerche che purtroppo non possono essere paragonabili che con
una certa approssimazione, perche nella classificazione dei ceppi non tutti
gli AAA. hanno seguito il medesimo criterio. Si crede utile di riportare i
ri- sultati di alcuni lavori eseguiti in. merito.

Yale (89), applicando le classificazioni di Bergey a 91 ceppi isolati nel
latte crudo trova 63 % appartenenti al Bac. coli, 26 % al Bact. aerogenes e
11 % a forme intermedie, considerando come forme intermedie i ceppi che
danno reazione del rosso metile e del citrato positiva e quella di Voges-
Proskauer negativa.

Oeser (64) riferisce che 164 ceppi isolati dal latte crudo, seguendo sem-
pre la classificazione di Bergey, 107 appartenevano al sottogruppo del Bac.
coli e 57 al Bact. aerogenes, adottando invece le reazioni dell'indolo, rosso
metile, Voges-Proskauer e citrato si dovettero ascrivere 56 al tipico Bac.
coli e 8 al tipico Bact. aerogenes, mentre la rimanenza alle forme inter-
medie.

Bartram e Black (4), in una serie di ricerche eseguite su 331 campioni
di latte dal quale isolarono 310 culture di Coli-aerogenes, trovano 57 % ceppi
appartenenti al Bac. coli (con predominio di Bat. coli comunior con 12
ceppi) 22 % al Bact. aerogenes e 21% alle forme intermedie.

Farrel (18) ha trovato invece su 140 culture, isolate dal latte, con l'agar
eosina bleu di metilene 53% di ceppi appartenenti al Bac. coli, 40% al
Bact. aerogenes e 7% alle forme intermedie.

Rogers, Clark e Davis (66) trovano pressoché il medesimo rapporto
con 52% ceppi di origine fecale e 48% di origine non fecale.
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Anche Zavagli (90) ha riscontrato una percentuale non molto di-
versa, con 46% di ceppi del Bac. coli, 44% del Bact. aerogenes e 10% di
forme non esattamente classificabili.

Guittonneau e Collab (20) trovano invece una percentuale di Bac. coli
alquanto piu alta, con 32 ceppi di Bac. coli tipico, 8 di atipico e 14 ceppi di
Bact. aerogenes tipico e di 2 atipico, su 56 culture isolate dal latte.

Le percentuali piu basse di Bac. coli sono state ottenute da Demeter e
Sauer (13) con 25,3 % di Bac. coli dei quali 10,1 % di coli non tipico,-
19% di Bact. aerogenes (9,1% non tipico) e 55,5% di ceppi intermedi, da
Phyllis Kon (65), con 29% di Bac. coli, 48% di Bact. aerogenes e 22,4% di
forme intermedie e da Chalmers (8) con 19% di Bac. coli e 29,6% di Bact.
aerogenes.

Anche secondo Kon (33) il Bac. coli ha nel latte assoluta predomi-
nanza sul Bact. aerogenes. Una classificazione molto precisa € stata eseguita
dalla Lipska (46) su 200 ceppi del Coli-aerogenes isolati da 600 latti. Tra
questi furono classificati 13% come Bact. neapolitanum, 19,5% Bact. lactis
aerogenes, 19,5% Bact. coli comune, 7% Bact. coli comunior e 13% come
Bac. acidi lattici.

Tutti questi dati dimostrano che i microbi del gruppo Coli-aerogenes
presenti nel latte sono rappresentati dal Bac. coli con una percentuale che
oscilla all'incirca da 25-70%. Tenuto conto di queste oscillazioni, ma sopra-
tutto dell'importanza del Bac. coli come germe di origine fecale, molti A.A.
hanno cercato di introdurre metodi semplici e rapidi per differenziare il
Bac. coli dal Bact. aerogenes.

Tra le piu importanti e piu sperimentate sono indubbiamente le prove
dell'indolo, rosso metile, Voges-Proskauer e del citrato. Ma oltre a queste,
lasciando da parte le prove di fermentazione degli zuccheri, ne sono state pro-
poste numerose altre tenute generalmente meno in considerazione delle
precedenti. Tra queste si deve ricordare in primo luogo la prova di Eijk-
mann che consiste nell'incubazione delle culture in brodo peptone alla tem-
peratura di 46 % C., alla quale si svilupperebbero solamente i ceppi del
Bac. coli provenienti dagli animali a sangue freddo. | risultati sarebbero sod-
disfacenti (Zavagli (90).

Un altro metodo differenziale proposto da Koser (41) si basa sulla
capacita del Bact. aerogenes di utilizzare l'azoto dall'acido urico, capacita
che manca al Bac. coli.

I metodi piu recenti si basano- sulle seguenti caratteristiche:

I) La fissazione dello iodio. Secondo Barthel (5, 7) il Bac. coli non € in
grado di produrre nel latte le sostanze fissanti lo iodio, mentre il Bact.
aerogenes ne produce in notevole quantita.

2) Comportamento verso l'acido borico, Vaughn e Levine (83) ripor-
tano la composizione di un terreno nutritivo a base di acido borico, terreno
nel quale soltanto il Bac. coli sarebbe capace di produrre gas. Detti A.A. ri-
feriscono che su 148 ceppi di Bac. coli 95,3% produssero gas dopo 48 ore a
43-44° C., mentre cio non avvenne né per i 181 ceppi del Bact. aerogenes, né per
le 53 forme intermedie (Citrobacter). Risultati pressoché identici riportano
Bartram e Black (3) usando la temperatura di 37 C. invece di 43° C.
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3) Comportamento verso l'acido tellurico. Secondo Chahners (8) una so-
luzione di acido tellurico allo 0,0013% in terreni contenenti sali biliari e
lattosio impedisce lo sviluppo del Bact. aerogenes, mentre non disturba il
Bac. coli, viceversa avviene nei terreni contenenti verde brillante in ragione
dello 0,0006%. Seminando il latte in ambedue i terreni si puo vedere con una
certa sicurezza quale dei due microbi ha il predominio.

4) Comportamento verso il citrato di sodio nel terreno di Littmann e
Stark (43). Si tratta di agar .a base di citrato e ricinoleato sodico, al quale si
aggiungono il rosso neutro e bleu di bromotimolo come indicatori. Al terreno
bisogna aggiungere | cc. di latte per . portare il lattosio e per permettere di
rilevare la proteolisi. Il Bact. aerogenes forma colonie circondate di colore
azzurro (perché attaccando il citrato da reazione alcalina), mentre quelle del
Bac. coli sono rosse. | proteolitici si distinguono da una zona trasparente attorno
alle colonie.

Nessuno dei suddetti metodi da risultati del tutto sicuri, percio alcuni
A.A. hanno cercato di combinare diverse prove per ottenere cosi una diagnosi
pil precisa.

La combinazione pii comunemente scelta si basa sulle prove dell'indolo,
rosso di metile, Voges-Proskauer e del citrato.

Prova, dell'indolo, rosso di metile, Voges-Pro..rkauer e citrato.

Prova dell'indolo. - Pur avendo riscontrato alcuni A.A. ceppi del Bac. coli
incapaci di produrre indolo e quelli del Bact. aerogenes capaci di produrlo,
la sua ricerca, per la distinzione dei due ceppi, se abbinata con altre prove,
offre degli indizi assai soddisfacenti (64). Ruchhoft, Kallas, Chimm e Coul-
ter (70) ritengono la prova dell'indolo come un ottimo mezzo diagnostico
ed assai stabile ed anche Demeter e Sauer (13) le attribuiscono una notevole
importanza. Come € gia stato osservato la prova deve essere eseguita sulle
culture ottenute nei terreni privi di zuccheri, perché questo ostacola la
produzione di indolo.

Prova del rosso di metile. - Secondo Clark e Lubs (9) i ceppi appartenenti
al Bac. coli produrrebbero piu acidita che non quelli appartenenti al Bact.
aerogenes; aggiungendo percio a una cultura in brodo glucosato il rosso di
metile si ha una colorazione rossa per il Bac. coli e gialla per il Bact. aero-
genes.

Secondo Ruchhoft e Collab. (70) la prova del rosso di metile da, in combi-
nazione colle altre, dei buoni risultati, mentre Demeter e Sauer (13) con Oe-
ser (64) non la ritengono molto esatta e molto stabile. Singer (77) inoltre
afferma l'esistenza di alcuni ceppi del Bac. coli deboli acidificatori e di altri
del Bact. aerogenes forti produttori di acidita. Syrocki e Collab (76) invece
consigliano di sostituire il rosso neutro con la limatura di ferro che verrebbe
attaccata solamente dalla forte acidita prodotta dal Bac. coli (pH inferiore a
4,98). L'attacco del ferro pud essere messo in evidenza con aggiunta di
ferrocianuro di potassio.

Reazione di Voges-Proskauer. - La reazione di Voges-Proskauer consi-
ste essenzialmente nell'allestire le culture in brodo glucosato nel quale siri-
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cerca l'acetilmetilcarbinolo con aggiunta di idrato sodico o potassico. L'acetil-
metilcarbinolo verrebbe prodotto solamente dal Bact. aerogenes. Il chimismo
della reazione non sembra molto semplice e, secondo Harden (30), consiste in
un primo tempo nella produzione da parte del gruppo Coli-aerogenes; di
2,3 di butilenglicolo, il quale verrebbe ulteriormente ossidato solamente dal
Bact. aerogenes e cosi trasformato in acetilmetilcarbinolo. Il Bac. coli invece
non € in grado di produrre I'acetilmetilcarbonilo.

La prova di Voges-Proskauer ¢ stata oggetto di numerosi studi; parti-
colarmente importanti sono i lavori di Clemesha (10) Harden e collab.
(28, 29), Mc. Conckey (62), Levine (47, 48), Johnson e Levine (32), Koser
(36), Ruchhof e Collab. (70) e altri, lavori dai quali risulta che i ceppi del
gruppo Coli-aerogenes provenienti dalle feci umane e animali danno raris-
simamente la reazione Voges-Proskauer positiva.

Per l'esecuzione della prova sono stati proposti vari procedimenti tra i
quali il piu sensibile e preciso sarebbe secondo Gorrieri (19), e Demeter e
Sauer (13), quello di Leifson (42), ma anche quello di Werkmann (84) da-
rebbe buoni risultati. In ogni caso I'incubazione dei microbi del gruppo Coli
aerogenes non si deve protrarre a lungo, perché lo stesso Bact. aerogenes €
capace di scomporre l'acetilmetilcarbinolo (Wiliams e Morow (85), Ruchhoft e
Collab (70)).

Prova del citrato. - Secondo Koser (37,35) il Bact. aerogenes pud utiliz-
zare come fonte di carbonio l'acido citrico sotto forma di sali di sodio,
potassio ed ammonio qualora venga coltivato su un terreno sintetico appro-
priato, mentre i ceppi del Bac. coli di origine fecale, non posseggono tale
proprieta. L'attacco dei citrati ha per conseguenza un aumento del pH che
da 6,8 (reazione del terreno sterile) sale sino a 8,4-9,0. Secondo Ruchhoft e
collaboratori  solamente il Bact. aerogenes si sviluppa realmente bene e
bastano 3 giorni a 37° C. per la lettura dei risultati. Secondo i suddetti A.A.
la prova ha un grande valore diagnostico ed anche Demeter e Sauer (13) la
trovano soddisfacente e costante.

Il valore diagnostico delle prove dell'indolo, rosso di metile,
Voges-Proskauer e del citrato.

Dato che nella ricerca dei microbi del gruppo Coli-aerogenes nel latte
interessa piu la loro origine fecale o non fecale che la identificazione delle sin-
gole specie, le quattro suddette prove, eseguite contemporaneamente, assume-
rebbero indiscutibilmente un valore diagnostico di grande importanza. Se le
singole prove dessero risultati sempre esatti tutti i ceppi dovrebbero presen-
tare solamente due tipi di combinazioni e precisamente: i ceppi di origine
fecale le prove di indolo e di rosso di metile positive e le prove di Voges-
Proskauer e dei citrati negative, il che si usa indicare brevemente + + — —,
mentre i ceppi di origine non fecale le prime 2 negative e le seconde posi-
tive cioe — — + +,

Il che per diverse ragioni non si verifica sempre, perché come dimostrano
i vari lavori, si ottengono, oltre alle suddette, diverse altre combinazioni. La
ragione principale sta nel fatto che nessuna delle suindicate prove da risultati
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assolutamente sicuri e purtroppo sin‘ora non € stata accertata l'origine di
tutti i ceppi che danno luogo a queste nuove combinazioni. Non si pud
escludere d'altra parte, nella ricerca pratica che alcune di dette combinazioni
(teoricamente ne potrebbero esistere 16 e Demeter e Sauer (13) ne hanno ri-
scontrate 13) siano dovute alle culture miste (Ruchhoft e Collab (70) ), perché
dette prove vengono, per ovvie ragioni di praticita, generalmente allestite
con culture di arricchimento provenienti direttamente dal latte.

I lavori piu completi eseguiti in merito sono quelli di Ruchhoft e Collab
(70), Demeter e Sauer (13) e Oeser (64). Prendendo in esame alcune delle
suddette combinazioni si trova che Demeter e Sauer considerano le combi-

nazioni + — + +, + + — + dovute al Bac. coli atipico e quelle — - + —,
- — — + al Bact. aerogenes atipico. Secondo Ruchhoft e collab. sono da
considerarsi le combinazioni + - - -, + + + — | 4+ — + — - + + —

come culture miste; quest’ultima (— + + — ) secondo Demeter e Sauer
risulterebbe appartenere — con le prove di fermentazione della dulcite e del
saccarosio — al Bact. aerogenes. Ceppi con combinazione - + — + sono
stati riscontrati nel terreno e nell’acqua e solo raramente nelle feci. Ceppi
che danno le combinazioni - - + - , — — — — | non appartengono,
secondo Ruchhoft, al gruppo Coli aerogenes, mentre la combinazione + + + + ¢
da considerarsi, secodo Demeter e Sauer, in base alle altre prove, assai vicina
al Bact aerogenes.

Senza continuare con l'esame di altri casi si rende evidente che nem-
meno le combinazioni di dette prove possono indicare in molti casi con
precisione l'origine dei singoli ceppi del gruppo Coli-aerogenes.

CONCLUSIONI

Dalla rassegna delle principali ricerche riguardanti i metodi di ricerca
del gruppo Coli-aerogenes nel latte si crede di poter trarre le seguenti de-
duzioni.

1.1 microbi del gruppo Coli-aerogenes sono sempre presenti nel latte
crudo del mercato, ma la loro importanza, dal punto di vista igienico, di-
pende in parte dalla origine ed in parte dalla quantita dei ceppi. Dal punto
di vista tecnologico delle trasformazioni del latte & importante invece sol-
tanto il numero complessivo dei germi del suddetto gruppo.

2. Per la ricerca quantitativa e qualitativa (distinzione tra i ceppi di
origine fecale e non fecale) sono stati proposti numerosi metodi dei quali
alcuni, molto usati, sono stati oggetto di numerose ricerche.

3. | metodi della ricerca del gruppo Coli-aerogenes consistono sostan-
zialmente nella semina di quantita decrescenti del latte sui terreni elettivi o
di arricchimento. Con nessuno di questi, compresi i migliori, si ottengono
risultati del tutto sicuri.

Tra i migliori metodi e piu comunemente usati sono alcuni appartenenti a
quelli che si basano sulla produzione di acidita e di gas (o solo gas) nei ter -
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reni nutritivi contenenti la bile o sali biliari e colori di anilina, e precisa-
mente: brodo lattosio bile verde brillante, brodo lattosio bile violetto di
genziana e brodo lattosio bile fucsina bleu di bromotimolo.

Secono alcuni A.A. americani si ottengono risultati anche superiori con
terreni a base di formiato e ricinoleato sadico e, secondo tedeschi, coll'agar a
base di tripaflavina.

In nessuno di detti terreni perd si riesce, da una parte, sicuramente a
impedire lo sviluppo dei microbi capaci di dare risultati positivi falsi, e dal-
l'altra a non ostacolare qualche ceppo del gruppo Coli-aerogenes. Dato che la
percentuale degli scarti € relativamente piccola non conviene in pratica fare
gli esami di conferma.

4. Per la distinzione tra ceppi di origine fecale (Bac. coli) e quelli
di origine non fecale (Bact. aerogenes), fra i numerosi metodi proposti €
assai usata la combinazione delle prove dell'indolo, rosso di metile, Voges-
Proskauer e citrato. Anche con queste prove non si pud mettere sempre con
sicurezza in evidenza l'origine dei ceppi. Si domanda percio se vale la pena
di applicarle all'analisi pratica del latte, inquantoché i ceppi di origine fecale
provengono generalmente dalle feci bovine e dai recipienti poco puliti, nei
quali si sono abbondantemente moltiplicati.
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