1% année Master Microbiologie Appliquée Analyses Microbiologiques

TP1 : Dénombrement des germes totaux « FAMT » a partir d'un
échantillon solide sur un milieu solide.

« FAMT : Flore Aérobie Mésophile Totale ».

+ Objectif :

» Le dénombrement de germes totaux dans un produit alimentaire permettre de juger la
qualité sanitaire de ce produit (Indicateur d’hygiéne : témoin d’un défaut de production
ou de conservation).

» Ce nombre de germes totaux pourra représenter 1’état de fraicheur ou 1’état de
décomposition du produit.

+ Produit analysé : Lait en poudre.

- 10g du lait en poudre sont additionnés de 90ml de diluant Trypton-sel. Agiter 10
minutes a 45°C.

- Flore aérobie totale (1ml : 104).
- Norme : Germes totaux m= 5x 10* UFC/g.
+ Mode opératoire :

1- Préparation de la suspension mere

1g de lait en 1ml
poudre

9ml de diluant stérile 10ml—
Suspension mere
« SM »

2- Préparation des dilutions décimales 102, 107 et 10™*

dibation 10’1

1ml 1ml 1ml

- ].ll].l d.i]u.i.onl()_l 7 g
di]utionlﬂ_l ' m\ /1/(:\ //

-~

Agitation
avant chaque 5
SM prélévement dilation 1 0"

9ml de diluant stérile
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3- Ensemencement en milieu solide

Milieu de culture : Gélose PCA « Plate Count Agar » :

Milieu Peptone-Extrait de levure

- Peptone...............ooi 6g
- Extrait de levure............. 3g
- Gélose......covviiiiiiinnnn, 15¢
- Eaudistillee.............. 1000ml
- pHfinal ...................... 7,2

A- Ensemencement dans la masse de la gélose

1- Préparation du milieu de culture,
2- A partir de la suspension mere et les dilutions décimales,

Prélever un volume précis de 1 ml a ’aide d’une micropipette de 1 ml stérile apres agitation,
puis déposer ce volume goutte par goutte sur une boite de Petri vide (2boites par dilution) et
couler 15 ml de milieu gélosé maintenu en surfusion mais légérement refroidie (a une
température pour laquelle permettant la survie des micro-organismes et pour laquelle la gélose
ne prend pas en masse environ 45 °C). Homogénéiser en gardant a la boite de Petri fermée des
mouvements circulaires (en dessinant des 8 sur la paillasse). Laisser refroidir la gélose sans la
bouger.

3- Apres la solidification du milieu de culture, couler a la surface de la gélose une couche
mince de la gélose (Sml), « Technique de la double couche ».

4- Laisser refroidir les boites jusqu'a la solidification compléte.
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5- Retourne les boites et les incuber a I’incubateur a 30°C pendant 72heures.

Prendre 1 ml de la dernierre dilution

la pipette peut etre utilisé plusieurs fois

ﬁ Repartir le ml en petite gouttes dans le fond de la boite

Faire de meme dans la seconde boite

Recouvrir d'une couche de gélose PCA en
homonégéisant

E E recouvrir d'une seconde couche de gélose PCA

apres solidification

1ml
Aprés . " i
agitation _ baite de petts P PCA 5ml
o Z apres
solidification de
‘ milieu Boit la 1° (Eouche de
S —— nutritif Po‘t © gélose
etri
) . . PCA Incubation
A partir de SM et les boite de pétri 15ml " ~ pendant 72h
o . . 1ml \ P
dilutions décimales R
2boites par
dilution @D
incubateur

6- Lecture des résultats chaque 24h (24h, 48h, 72h).

7- Dénombrer le nombre des colonies dans chaque boites « un nombre compris entre 30
et 300 colonies, Aspect lenticulaire », choisir la dilution.

8- Calculer et interpréter les résultats.
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Exemple :

Lecture des résultats

SM « 101 » 102 1073 10#
Boite 1 Indénombrable 295 34 3
Boite 2 Indénombrable 280 31 4

Nous considérons que vous avez obtenu les résultats suivants pour I'analyse de 1 g du lait en
poudre.

Remarque : Il est impossible de compter une boite contenant plus de 300 colonies. Le risque
d'erreur est trop important donc elles sont écartées. Les boites contenant moins de 30 colonies
sont elles aussi écartées, les colonies sont trop rares et peuvent induire en erreur.

La formule mathématique suivante peut étre utilisée:
e N :Nombre d'UFC par gramme ou par ml de produit initial

> colonies
VL X (n1 + 0.1n2) X dq

. D colonies : Somme des colonies des boites N =
interprétables

e VL :volume de solution déposée (1ml)
e ™ :nombre de boites considéré a la premicere dilution retenue
e "2:nombre de boite considéré a la seconde dilution retenue

o a1 : facteur de la premiére dilution retenue

Application numérique :
295+ 280 + 34 + 31
1% (240.1x2)x 102
640
(2.2) x 1072

N=2,9 x 10* UFC par gramme de lait en poudre.

Interprétation des résultats :

v Si le nombre des colonies < m= 5x 10* UFC/g ; le produit est satisfaisants « acceptable
sans réserve » (le cas de notre exemple)

v’ Si le nombre des colonies entre m et M le produit est acceptable mais avec une limite ;
il faut confirmer les résultats.

v Si le nombre des colonies > M= 5x 10°; le produit est inacceptable (la qualité
microbiologique est inacceptable), le produit est dégradé, décomposé et impropre a la
consommation (le produit est rejeté).
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B- Ensemencement en surface de la gélose :

Préparer le milieu de culture PCA « Plate Count Agar » ;

Couler les boites Petri avec le milieu de culture PCA (2boites par dilution) ;
Laisser refroidir le milieu de culture jusqu’a la solidification compléte ;
Déposer 0,1ml (a partir de SM et les dilutions décimales) sur la gélose séche ;

Etaler I’inoculum a 1’aide d’une pipette rateau stérile ;( Attention a ne pas trop étaler
cependant le volume sur la paroi de la boite ce qui génera pour la suite des analyses
au dénombrement des UFC).

Retourner les boites et les incuber a I’incubateur a 30°C pendant 72h ;

TECHNIQUE DE DENOMBREMENT EN SURFACE

0,1 em®  0,1ml

Numération des colonies

Apres Aprés 24h, 48h et 72h
agitation e
g 24 heures a 37C
B —
s
W
St
Etaler I'inoculum sur la surface de la gélose
_ . . . avec une pipette riteau.
Echantillon : suspension bactérienne

2boites par dilutions

7- La lecture des résultats se fait chaque 24h (24h, 48h et 72h) ;

8- Dénombrer les colonies et calculer le nombre de UFC/g ; « Remarque : Aspect des

colonies : aspect macroscopique classique et caractéristique » ;

9- Interpréter les résultats de dénombrement de FAMT.

Remarque : pour le calcul et I’interprétation des résultats de dénombrement est le méme
principe comme la méthode de dénombrement des colonies dans la masse sauf que le
volume utilisé v=0,1ml.

> colonies

VmL X (n1 + 01”2) X dl

N =
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