1% année Master Microbiologie Appliquée TP Analyses microbiologiques

TP : Recherche d'une contamination d'origine fécale.

« Recherche et dénombrement des coliformes totaux et fécaux »

Colimétrie : est I’ensemble des méthodes permettent la recherche et le
dénombrement des coliformes, qui indique une contamination fécale.

La numération des coliformes, peut étre réaliser soit en milieu liquide, soit en milieu solide (par
ensemencement dans la gélose ou aprés filtration).

Coliformes : sont des entérobactéries :

v Bacille a Gram - ;
v’ Asporulés ;
v Oxydase -
v" Nitrate réductase +
v’ Aérobies anaérobies facultatifs ;
v Fermentent le lactose avec production de gaz a 30°C.
Il s’agit d’un groupe hétérogéne qui comprend les genres :
- Escherichia « avec les espéces coli, intermedium, freudii » ;
- Citrobacter ;
- Enterobacter ;

- Klebseilla.

Coliformes fécaux : d’origine intestinale, sont des coliformes qui fermentent le
Lactose avec production de gaz a 44°C « coliformes thermotolérants ».

N.B : la résistance des coliformes « totaux » et des coliformes « fécaux » aux conditions
extérieurs défavorables est faible.

Dénombrement des coliformes en milieu liquide

+ Mode opératoire

Produit analysé : Lait en poudre.

- 10g du lait en poudre sont additionnés de 90ml de diluant Trypton-sel. Agiter 10
minutes a 45°C.
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- Coliformes et E.coli (1ml : 10#).
- Norme : Coliformes totaux : m=10 /M =100
Coliformes fécaux : m=1/ M=10.

1- Préparation de la solution meére

1g de lait en 1ml
poudre dikation | 0-1
é 9ml de diluant stérile & 10 ml
Suspension meére
« SM »

'\.

2- Préparation des dilutions décimales « jusqu’a 10
— y ll 1ml 1ml 1ml
n P 11 /"\
dihation | (]‘ 10 1 0
Agitation
avant chaque

— -2 )
SM prélévement dikaticn 1.0 10

9ml de diluant stérile

3- Ensemencement en milieu liquide

> Milieu de culture : « BLBVB » : Bouillon Lactosé Bilié au Vert Brillant.

Milieu BLBVB : « utilisé pour la plupart des produits alimentaires »

- Peptone pancréatique de caseine ............... 10g

- Lactose.. .ot 10g « fermentation + production de gaz»
- Bile de beeuf déshydratée......................... 20g

- Vertbrillant................oooi 13mg

- Baudistillée..............ooo 1000ml

- pH=72

Remarque : - Vert brillant : inhibe les germes a Gram +

- La bile : par son fort pouvoir tensioactif lier a la présence de sels biliaires :
inhibe la plupart des germes qui ne sont pas d’origine intestinale.
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» Les essais sont effectués en double ou en triple et les résultats sont analysés par la
méthode de Mac Grady.

» Préparer le milieu de culture dans des tubes a essais :

a- Répartir a raison de 9ml par tube et chaque tube est préalablement muni d’un petit
tube a essai renversé « cloche de Durham » (destiné a piéger la formation éventuelle

de gaz)
b- Stériliser les tubes par I’autoclave « 2 120°C pendant 20min avec une pression
Ibar ».
M M ™
| i |
Nombre essai L‘ SM 10-! L I| 102 | J 10 | ‘ 10+
_ Lére, 2&me I  3éme Lere, 2eme ;) .3éme tere 2¢me 3eme  lere 2¢me L/ 3eme
H i t‘ i % H = = E g g g
o o 0 & o @ H B @ B B
Témoin o o o 9ml 9ml 9ml 9ml 9ml 9ml oml 9ml 9ml
Mili Miliew Miliew Milicu Milieu Milieu Milieu ilieu ilieu ilieu ilieu ilieu ilieu
BLBVB BLBVB BLBVE BLBVE  BLBVB BLBVB BLBVE prpve BLBVE BIBVE  BLBVE BLEVE BLEVE
+ Cloche Cloche Cloche N N N + + * + * *
Cloche Cloche Cloche Cloche Cloche Cloche Cloche Cloche Cloche Cloche
’ K . N o 3 .
Stérilisation par I'autoclavage a 120°C pendant 20min avec une pression de lbar
» Ensemencement de ’inoculum dans le milieu de culture :
Ensemencer 3 tubes a essais contient le milieu liquide BLBVB (avec cloche de Durham)
avec Iml de la dilution mére « SM » et la méme chose pour les autres dilutions décimales
(102103 et 107%).
M . ]
I 1 ]
.-_'_ | -'.'. | r ] k]
Nombre essai l smo | 102 lU 103 =, J 10+ g
tml, Iml Jml i 1ml E"' b gy tml ' iml tml | 1ml
7 = 0 0 5 8 d = = = +
a8 B 0 @ B 5 i d 8 8 @
Témoin m m m 9ml 9ml 9ml m m m m m -
Milicude  Milieu Miliew Milicu Milieu Milieu Milieu N})iliiu N})iliiu N})iliiu Mo Mila Ml
culture BLBVB BLBVE BLBVB BLBVB BLBVB BLBVB BLBVB BLBVB BLBVB BLBVB BLBVB BLBVB
sans Cloch Cloch Cloch - * N + + + + + +
inoculum oche oche oche Cloche Cloche Cloche Cloche Cloche Cloche Cloche Cloche Cloche

Aprées I’ensemencement les tubes sont incubés a

v 30°C pendant 24h a 48h pour la recherche des
coliformes totaux
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» Lecture des résultats : apres 24h puis 48h d’incubation.

» Résultats : sont considérés comme positifs, les tubes dans lesquels il y’a une
croissance bactérienne et une production notable de gaz (au moins 1/10 du volume
de la cloche) comparant avec le tube témoin.

Tube - Témoin

v" La recherche des coliformes fécaux « coliformes thermotolérants »

On fait le test de Mac Kanzie (est basé sur la recherche des coliformes thermotolérants
parmi lesquels on redoute surtout la présence de E.coli )

4 Si le tube est positif est inoculé dans deux autres tubes :

o Un tube a essai contient le milieu de culture BLBVB avec une cloche
de Durham stérile.

o Et1’autre tube a essai contient I’eau péptonée.
4+ Aprés I’ensemencement, on les incube a 44°C pendant 48h.
#+ Lecture des résultats aprés 24h et 48h.
+ Résultats : résultat positif :

-Croissance bactérienne et production de gaz dans le milieu de culture BLBVB
(présence des coliformes fécaux);

-Production d’indole (décomposition des protéines) : mise en évidence par
addition de réactif de Kovacs dans le tube de 1’eau péptonée === formation d’un anneau
rouge « Indole +, dégradation de péptone ». (Redoute surtout la présence de E.coli)

Indole positive Indof&'negativ_e
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-Remarque : Confirmation de présence de E.coli se fait par 1’isolement et
I’identification des bactéries productrices de gaz + Indole + (isolement sur EMB : gélose
Eosine Bleu de Méthyléne, ce milieu sert a I’isolement des bacilles & Gram-)

» Calculer le nombre des coliformes totaux et le nombre des coliformes fécaux dans
I’échantillon (nombre d’UFT/g) et interpréter les résultats obtenus (juger la qualité
microbiologique de cet aliment).

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

Lecture des résultats de la recherche des coliformes totaux.

Dil utions 10! 1072 103 10+ Nombre de tubes Nombrede tubes
positifs au niveau i positifs au niveau =
des 3 taux de e des 3 taux de NEE
dilution retenus dilution retenus
Aspecf des 000 <03 230 2.0
001 0.3 300 2.3
Tubes 010 0.3 301 4
(BLBVE 020 0.6 302 6
= ClOChe) 100 0.4 310 4
101 0.7 311 i
110 0.7 322 12
111 15l 320 9
120 il |321 15 I
Résultats i T 2 S i | ot W T 121 1,5 322 21
200 0.9 323 29
Nombre de 3 3 2 1 201 1.4 130 20
résultats + 210 1.5 331 50
211 2.0 332 110
Regroupement 332 321 210 = 220 51 333 >110
221 2.8

Lire la valeur du NPP dans la table de Mac Grady et en
déduire la concentration des bactéries dans 1’échantillon.

4 Choix de la dilution : 102 ; (Fd = 10%)

4+ Détermination du NPP : regroupement choisi : 321 et dans la table de Mac Grady le
NPP correspondant a 321 est 15 ;

+ Calcul:

D
Nt

ensenence

N=15/1x102=1,5x 10 UFT/g
+ Interpritation des résultats, on les compart avec la norme :

Coliformes totaux : m=10 / M =100
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Interprétation des résultats :

v" Si le nombre des colonies <m = 10UFT/g, le produit est juger satisfaisants « acceptable
sans réserve ».

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=100 ; le produit est inacceptable (la qualité
microbiologique est inacceptable), le produit est dégradé, décomposé et impropre a la
consommation (le produit est rejeté). (Le cas de notre exemple).

+ Lecture des résultats de la recherche des coliformes fécaux
Dilutions 107! (SM) 102 103 10

Résultats des
coliformes totaux b eE + + + ++ - +--
Résultats des L L
coliformes fécaux ++ - +--
Nombre de résultat + 2 1 0 0
Regroupement 210 100 000 000

-

Lire la valeur du NPP dans la table de Mac Grady et en déduire la concentration des bactéries

dans I’échantillon.

& Choix de la dilution : 10"' (SM) Fd = 10;
4+ Détermination du NPP : regroupement choisi : 210 et dans la table de Mac Grady le
NPP correspondant a 210 est 1,5 ; Y Py
pnsi;[s a:‘:;ivzau Sor
# Calc"II : dic:uti?); rete:us
5D 000 <03
LI e
r 020 0.6
ensemence e ot
101 0.7
110 0.7
111 1.1
120 1.1
121 1.5
N=151x10'"=1,5x 10 UFT/g 200 09
210 15
+ Interpritation des résultats, on les compart avec la norme : i 0
221 2.8
Coliformes fécaux : m=1 /M =10

Interprétation des résultats :

v

v

v

Si le nombre des colonies < m = 1UFT/g, le produit est juger satisfaisants « acceptable
sans réserve ».

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

Si le nombre des colonies > M= 10 ; le produit est inacceptable (la qualité
microbiologique est inacceptable), le produit est dégradé, décomposé et impropre a la
consommation (le produit est rejeté). (Le cas de notre exemple).
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