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Préparation de la suspension mere et les dilutions
decimales :
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Figure 1 : Preparation des dilutions decimales

2D+
225ml TSE

La suspension mere est la premiére dilution préparée
a partir d'un produit solide (la viande).

* Les 25 g de viande sont places dans le bol d'un mixeur en
présence de 225 ml du diluant TSE (Tryptone Sel Eau).

L’homogenéisation a eté assurée a l'aide d’'un agitateur.

La solution homogene obtenue est considéree comme
dilution10-1

A partir de de la dilution 10-1 (considéré comme solution
mere), on a procédé a des seéries de dilutions formant une
progression géomeétrique de 10-1 (c’est-a-dire 10-1, 10- 2
,... et 10-5 ), en prenant le soin d’agiter energiquement et
longtemps chaque échantillon avant de le diluer, et chaque
dilution avant le preparer, a partir d’elle, la dilution suivante
(Figure 1.).




Les resultats de I'analyse microbiologique
sont exprimeés par le nombre de bacteries
recherchees par gramme d’echantillon a
étudier.

Ces résultats ont eté determinés par un
denombrement direct des colonies apres
ensemencement, de fagcon aseptique, dans des
boites de petri une quantité donnée d’echantillon a
analyser dans un milieu solide, nutritif et stérile et
Incubation de ces boites a la température
correspondante pendant un temps déterminée
(J.0)




‘Iore aerobie
esophile totale :




Le milieu de culture: utilisé est le plate

count agar (PCA) contenant un digeste
enzymatique caseine, de l'extrait de levure

et du glucose avec incubation a 30°C
pendant 72 h




*On porte aseptiguement 1mL de la solution mere et des dilutions decimales est mis en culture en
profondeur dans des boites de Pétri stériles et vides préparées a cet usage .

Ensemencement et incubation

1 ml de |la solution mere ou des dilutions décimales successives allant de 10-1 al10-5 sont déposés dans
des boites de pétri steriles a I'aide d’'une pipettes stériles.

» 15ml de milieu PCA refroidit a 45°C, sont coulés dans chaque boite de Peétri. L'inoculum est soigneusement
melangé au milieu de culture par des mouvements circulaires et de « va-et-vient » ou en forme de « 8 » sur
une surface fraiche et horizontale. Apres solidification, les boites ainsi preparees sont incubées dans I’ étuve

réglée a 30°C pendant 72h Q@ @




Lecture et interpreéetation :
chaque boite retenue devra contenir
au plus 300 colonies et au moins 15
colonies.

-Le nombre de micro organismes
par gramme de produit est calculé a
partir des boites retenues au niveau
de deux dilutions successives a l'aide
de la formule suivante:

N=5 C/(N1+0,N2)/D

—)

N : le nombre de micro organismes par gramme de
produit .

. Colonies comptées sur les boites retenues ;

N1: le nombre de boites retenues a la premiere
dilution .

N2: le nombre de boites retenues a la deuxieme
dilution .

D : le taux de dilution correspondant a la premiere

dilution.
" N\ 4



2. Recherche et dénombrement
des coliformes:




A.Dénombrement des germes

totaux :
o .
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L e déenombrement des coliformes totaux par comptage des
colonies obtenues respectivement a 37°C,

| es coliformes totaux sont isolés et déenombrées sur un milieu
geloseé sélectif le VRBL.




= Georges Dolisi Couwercle juste

l= t=nir awvec
LUMme ince 2mnm
bai=s

Preparation de |la boite de Paetri

Les prelevements sont dilués jusqu'a 10-5 .

* On porte aseptiguement 1 ml de la solution mere et des dilutions décimales dans des boites
de Peétri vides préparées et numérotees a cet usage.

* On complete ensuite avec environ15 ml de gelose VRBL fondue.

*On homogeénéise le contenu en effectuant des mouvements circulaires et de «va-et-vient» en
formes de «8» sur une surface fraiche et horizontale pour permettre a I'inoculum de se

melanger a la gélose. ® @




Dilution 10! Dilution 102 Dilution 10~

Incubation 4 30C°pendant 24h

Flgure: déenombrement des Coliformes
fécaux

B. Dénombrement des Coliformes Fécaux:

-Milieu de culture :les Coliformes fecaux sont
thermorésistants qui forment des colonies caractéristiques
dans la gelose VRBL.

-ensemencement et incubation : -on ensemence a partir
des dilutions 10-1,10-2et 10-3.

1ml de chague dilution est préleve puis introduit dans des
boites de péetrie stériles a I'aide de pipettes stériles, puis
on verse 15ml de milieu VRBL refroidit a 45C°.

-L'inoculum est soigneusement mélange au milieu de
culture par des mouvements circulaires et en formes de «
8 » sur une surface fraiche et horizontale.

-apres solidification les boites de pétries ainsi préparées
sont incubées dans une étuve régle a 30C° pendant 24h
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- recherche et dénombrement des E. coll




dénombrement des

‘Stap hylococcus
aureus:

18



Le denombrement des staphylocoques est réalisé par un
ensemencement en surface sur le milieu sélectif ; Chapman.
L’incubation a été de 24 a 48 heures a 37°C.




A partir de la solution mere ou des dilutions
décimales, on porte aseptiguement 0,1ml dans
les boites de Peétri contenant préalablement le
milieu solide, on étale I'inoculum en surface a
‘aide d'un etaleur ensuite, les boites sont
portées a une tempeérature pour
Incubation pendant 48 heures.

Apres 48 heures d’incubation, on retient pour
comptage, les boites contenant moins de 300
colonies caracteristigues (1 a 2 mm de
diametre produisant parfois un pigment jaune
et constituees de cocci a Gram (+) en amas)
par boite

Onajoute 15 mil de Giaolitti de Cantoni +
tellurigue de potassium, Bien meéelangé
Incubationa 37" C pendant2Z24 ha 48 h

-

Réaction positive Réaction négative
Isolementsur milieu Chapman

Incubation a IFTC

pendant 24 h 48 h
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Resultat positif, on effectue
les tests de confirmation
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4 . Recherche des

spores de Clostridium

‘ sulfito-réducteurs:
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Le denombrement est réalisé en anaérobiose et
repose sur l'appreciation de la reduction du sulfite
en H2S dont la mise en évidence est obtenue par
addition au milieu d’alun de fer. A 20 mL de
gelose viande-foie (VF) regénéree et ramenee a
50°C, on ajoute 0,5 ml d'une solution aqueuse de
sulfite de Na (a 5%), 0,2 ml d’'une solution
aqueuse d’'alun de fer (a 5%), 1ml de la solution
mere et des dilutions 10-1 et 10-5 est introduit
dans le tube en surfusion. Apres refroidissement
et incubation a 37°C pendant 24 heures.

L es colonies des bactéries sulfitoréeductrices sont
noires ; leur taille varie selon I'espece .
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5. Recherche de

‘ Salmonella:
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(  OLPré-enrichissement 02 Enrichissement

L 'enrichissement est réalisé sur le milieu sélectif SFB

Cette etape consiste a incuber a réparti en : 10 ml pour le flacon SFB simple concentration

'étuve a 37°C la solution mere (S/C) ; 100 ml pour flacon SFB double concentration (D/C)

pendant 20 h. , Incubation se fait a I'etuve a 37°C pendant 24 heures.
Isolement:

est réalise par ensemencement en surface du milieu
sélectif solide : Hektoen a partir du bouillon
d'enrichissement. ---Les boites sont incubées a 37°C
pendant 18 a 24 heures et parfois méme pendant 48
neures, en absence de colonies caracteristiques ‘Io '
nleues) apres la premiere lecture .
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Satmoneils typhimurium




L'objectif premier reste |la sécurité du consommateur durant les phases de
fabrication , de stockage et de transformation. Les germes pathogene (Comme les
salmonella et les Listeria Jne doivent pas atteindre les produits alimentaires dans la

chaine de production.ll est possible , grace a des controles microbiologique
affectés pendant et apres la phase de production , de garantir I'absence de ces
germes dangereux .La quantite totale des germes est, de ce fait, un bon indicateur
de la qualité microbiologique générale, tandis que hombre d‘entéerobactéries
donnent des informations sur le respect de |I'hygienes durant la phase de
transformation des produits alimentaires .
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