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CHAPITRE I 

DANS L'INDUSTRIE ALIMENTAIRE 

La qualit6 est dCfinie comme << L'ensemble des propriCtCs et caractCristiques d'un produit ou d'un service qui lui 
confkrent l'aptitude a satisfaire des besoins exprimCs ou implicites.. . N (nome ISO/DIS 8402 - Ic X50-120) ou comme 
<< La qualit6 d'un produit ou d'un service est son aptitude B satisfaire les besoins actuels ou futurs de l'utilisateur dans 
les meilleures conditions de dClai et de coQt >>. 

La qualite Ctait autrefois contr61Ce, elle est aujourd'hui c o n p e  et assurCe en mCme temps que le produit lui-m&me. 
N (...) Le terme qualit6 n'est pas utilisC pour exprimer un degrC d'excellence dans un sens comparatif, il n'est pas 
utilisC non plus dans un sens quantitatif pour des Cvaluations techniques (. . .) >>. 

1. Composantes de la qualit6 

Les produits doivent repondre B des exigences assurant la qualit6 commerciale. Pour &tre commercialisC, le produit 
alimentaire doit Ctre conforme aux diffirents critkres de la qualite' : 
- nutritionnel : composition qualitative et quantitative en macronutriments (glucides, lipides, protides) et 

micronutriments (vitamines, oligoClCments), disponibilitk de ces nutriments dans l'organisme ; 
- hygiinique : absence de compose's toxiques ou de microorganismes susceptibles de nuire B la sante du 

consommateur ; 
- organoleptique : apparence (forme, couleur), flaveur (arbme, saveur), texture (consistance, re'sistance). 
Pour ces trois criteres, il convient de prendre en compte la stabilitk du produit, imposant des conditions de stockage 
pour une bonne conservation ; 
- financier : le coQt s'oppose souvent aux autres crithres, il s'agit donc d'optimiser le rapport coat - qualit6 ; 
- technologique : ce critbe prend en compte de nouveaux procedis qui doivent Ctre bien maitrisks pour permettre 

d'assurer la qualitC. 

Pendant de nombreuses annCes, le contr6le de cette qualit6 a consist6 a vCrifier I'innocuitC des produits finis, c'est-a- 
dire leur conformitt bactCriologique et chimique avec la legislation. Cet examen Ctait effectuC par le fabricant avant la 
distribution, et, Cventuellement, par des laboratoires oficiels de contr6le au niveau des dktaillants. 
Ce contr8le des produits finis pre'sentait le disavantage majeur de nicessiter I'attente des rksultats des analyses avant 
de pouvoir intervenir sur la chaine de fabrication, ce qui entrainait un coQt supplCmentaire. I1 devenait souhaitable de 
pouvoir anticiper d'eventuels rksultats non satisfaisants par un procCde' mieux adaptC, ou d'intervenir sur le procCdC par 
des rectifications en amont du produit fini. 11 fallait donc effectuer des contr6les en cours de fabrication. 
Les industries de production alimentaire ont donc commence' B developper un systeme qualit6 permettant d'assurer un 
produit fini conforme B la qualit6 difinie pour  ce produit par l'entreprise elle-m&me : en fonction de la qualite' qu'elle 
souhaite pour le produit qu'elle fabrique, elle con~o i t  et realise son procCdC de fabrication en se rCferant au systeme 
qualit6 qu'elle a elle-m&me Ctabli. 
Aujourd'hui, pour les entreprises, le terme de qualit6 est donc employ6 avec un sens diffirent, il signifie : assurer la 
conformitt d'un produit ou  d'un service p a r  rappor t  a ce qui a et6 pr6vu. 
Le systkme qualit6 s'est aussi Ctendu aux laboratoires d'analyses et concerne le fonctionnement et les rksultats fournis 
par ces laboratoires. 
Le but est d'assurer que la fabrication ou les prestations rkellement effectue'es par l'entreprise sont bien en tous points 
conformes B ce qui a 6tC choisi et decrit par l'industrie de transformation ou le laboratoire d'analyses et d'essais. 
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2. Construction de la qualit6 en industrie de production 

La politique qualite dans une entreprise a un objectif principal : s'assurer que les clients ont toute confiance dans les m6thodes 
de travail, tant en ce qui conceme I'organisation que le personnel. Elle vise a assurer un mode de fonctionnement de l'entre- 
prise et non a garantir directement la qualit6 d'un produit ou d'un service devant donner satisfaction i c e  client. I1 est evident 
que l'un ne va pas sans l'autre et que ces deux aspects se completent cornme criteres de choix d'une entreprise par un client. 
Le systeme qualit6 consiste produire des documents d'organisation de la qualit6 et i s'y re'ferer en permanence : un 
manuel de qualite', des proce'dures et des documents d'exkcution de la qualitt. 
Pour les entreprises, il existe des systemes harmonis6s d'assurance qualit6 rapporte's dans les normes de la se'rie IS0 
9000 : I S 0  9001, I S 0  9002, IS0 9003. Ces trois normes prksentent un modele d'organisation de la qualit6 ; elles seront 
regroup6es en une norme unique : I S 0  9000 - 2002. 

2.1. Normes I S 0  9000 
Les industries de production d6sirant assurer la qualit6 a leurs clients possedent un service qualit6 qui met au point le 
systeme de management de la qualite'. Ce systeme se refkre aux normes internationales de la sene IS0 9000. Ces 
normes constituent un modele de systeme permettant d'assurer que les produits ou les services sont toujours conGus 
selon les sp6cifications fix& par l'entreprise. notamment que les aspects importants de la fabrication sont mis en place 
et consign& sur des documents. 
L'activite de l'entreprise dktermine le choix de la norme de la s6rie I S 0  9000. 
Les normes de la s6rie I S 0  9000 (Fig. I )  comprennent : 
- I S 0  9001 : systeme qualitC. Modele pour l'assurance de la qualit6 en conceptionld6veloppement, production, instal- 

lation et soutien apres la vente ; 
- IS0  9002 : systeme qualit6. Modele pour I'assurance de la qualite' en production, installation et prestations associCes ; 
- IS0 9003 : systeme qualitC. Modele pour l'assurance de la qualit6 en contrale et essais finals.. . 
La norme la plus utilisee, compte tenu de son large champ d'application, est la norme IS0  9002. Elle prend en compte 
les fonctions suivantes : 

- les achats ; 
- la production ; 
- les installations ; 
- le contrale ; 
- les prestations associ6es. 

LES FONCTIONS SUIVANTES DE L'ENTREPRISE SONT-ELLES COUVERTES 
PAR LE S Y S T ~ M E  DASSURANCE QUALITE ? 

Revue de contrat 
Conception 
Dbeloppement 
Achats 
Production* 
Il~stallatioi~ 
Contr6lt. 
P~estat~on\ assc)c~Ce\ 

I__) NON 

I 

Revue de contrat 
Achats 
Production* 
Installation 
Contrale 
Prestations associies 

NON 

Revue de contrat 
Cantrale 
et essais finals 

OUI OUI OUI 

(1'30 9001-1994) (IS0 9002- 1994) (IS0 9003-1994) 3' 
Modkle pour 1 a5surance Modkle pour l'assurance Mod6le pour l'assurance 2 

de la qual~te' en ConceptLon, de la quailti de la qualltC en contr6le et essals final3 4 

f 

*production s'enter~d dans le sens de produit ou de service 

Fig. 1 - Normes de la sCrie I S 0  9000 



2. Consrruction de la aualith en indrcstrie de productior 

Une entreprise peut souhaiter faire reconnaitre la mise en place de son systkme de management de la qualite et deman- 
der alors une certification B un organisme officiel. 

2.2. Certification assurance qualit6 
L'entreprise qui prend l'engagement de respecter les differents points de la norme I S 0  9002 va essayer de faire certifier 
son systkme qualit6 par un organisme certificateur indtpendant, reconnu internationalement et sans but lucratif : c'est 
la << certification qualit6 D. 
L'entreprise certifike bCnCficie de la confiance a priori de ses clients, en particulier parce que la probabilitC d'un 
contr6le mettant en evidence le non-respect de la rtglementation diminue. L'entreprise doit bien cibler la norme qu'elle 
vise a appliquer. Sinon, elle risque de se voir refuser une certification, n'ayant pu respecter les objectifs exigCs par cette 
norme. 

2.2.1. Association fraqaise pour l'assurance qualitC 
L'Association franqaise pour l'assurance qualit6 (AFAQ) est un organisme de certification national crCC le 30 juin 1988.11 
dClivre un certificat d'assurance qualit6 qui constitue un tronc pouvant &tre comple'te par d'autres aspects plus specifiques. 
Les membres de I'AFAQ, reprksentatifs de l'ensemble des intCr&ts nationaux, sont de grands acheteurs (socie'tes privCes et 
nationaliskes), des representants des professions, des organismes techniques, I'AFNOR, le mouvement franqais pour la 
qualite. 

2.2.2. ComitC sectoriel agroalimentaire 
Les comites sectoriels de certification gkrent les activitCs de certification des entreprises relevant d'un secteur profession- 
nel dCterminC : ainsi, le ComitC agroalimentaire (CAL), cre't le 5 juillet 1990, effectue la certification des systkmes d'as- 
surance qualite' des entreprises qui, dans les filikres, fabriquent, fournissent ou manipulent des denrCes alimentaires. 
Ce comitC regroupe trente personnes reparties parmi trois collirges imposes par I'AFAQ et permettant B tous les maillons 
de la chaine alimentaire de s'y exprimer. En dCcembre 1994, le CAL comptait dCjB B son actif 200 certificats. Le 
certificat doit &tre renouvele dans un dClai maximal de trois ans. Un comitC doit respecter en premier lieu le rkglement 
et les proce'dures gendrales de I'AFAQ. I1 prend en compte les inter& des entreprises B certifier. Cette certification 
s'obtient en quelques mois si l'entreprise est B niveau pour les normes I S 0  9000. 
Les comite's de I'AFAQ, pour attribuer la certification AFAQ, fonctionnent eux-m&mes en respectant les normes inter- 
nationales relatives aux organismes de certification des systkmes qualit6 : la norme EN 45012. 
Les difficultCs de mise en place d'un tel comitC viennent surtout de la recherche de neutralite' de ses membres, compte 
tenu des intCr&ts Cconomiques mis en jeu par la certification. Or les membres du comitC font eux-m&mes partie d'une 
entreprise. Cette dContologie est assuree en partie par la non-publication des noms des entreprises d'appartenance des 
differents membres. Pour dCfinir ses rkgles de dkontologie, I'AFAQ s'appuie sur des organismes d'accrkditation inter- 
nationaux. Par exemple, le comitC d'tthique verifie qu'un organisme de certification n'exerce pas, directement ou 
indirectement, des activite's incompatibles (conseil ou formation notamment) avec son activite' de certification. I1 doit 
garantir une confidentialite totale des dossiers traite's. 
Aujourd'hui, I'AFAQ, en association avec I'AFNOR, propose aux entreprises une certification conjointe AFAQ-IS0 
9000 et une certification de produit NF. De meme, pour les entreprises disposant d'un laboratoire d'analyses et d'essais 
intCgrC, I'AFAQ et le ComitC franqais d'accrkditation (COFRAC) ont pass6 un accord pour diminuer le coQt de 
I'accre'ditation d'un laboratoire appartenant B une entreprise d6jB certifiCe (( AFAQ-IS0 9000 ,, par le COFRAC. 

2.3. Analyse des risques pour la maitrise des points critiques : HACCP 

2.3.1. Principes gtnCraux du systkme HACCP 
Selon le Petit Robert, le risque est un << danger Cventuel plus ou moins pre'visible D. Or le danger est (( ce qui menace ou 
compromet la sQretC.. . >>. I1 s'agit donc d'analyser 1'CventualitC de survenue d'un CvCnement qui menace ou compro- 
met la sGretC. 
Le systtme assurance qualit6 et sa certification donnent confiance aux clients quant B l'organisation et B la mise en 
place de documents relatifs aux procCdures diverses de I'entreprise. Mais le respect des normes I S 0  9000 ne spe'cifie 
pas la se'curite' mise en place lors de la fabrication du produit, pour l'obtention d'un produit sain et de << qualite n. 
Le systkme assurance qualit6 doit donc &tre complCtC par d'autres mesures permettant de donner satisfaction aux 
clients en garantissant la fabrication d'un produit sain et de << qualit6 >>. Pour vCrifier ce point, les contr6les ne sont plus 
seulement effectuCs comme auparavant sur le produit fini, mais aussi sur la chaine de fabrication. Les contr6les sur les 
seuls produits finis sont souvent ma1 adapte's. L'entreprise cherche B maitriser les points critiques de sa production en 
amont du produit fini. 
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C'est l'objectif de la dCrnarche HACCP (Hazard Analysis Critical Control Point) : analyse des risques pour la rnaitrise 
des points critiques. Ce systkrne vise a contr6ler la fabrication du produit depuis l'achat des rnatikres prernikres jusqu'a 
la consornrnation du produit. Le procCdC de fabrication peut mettre en jeu jusqu'a 80 Ctapes diffkrentes et il est irnpos- 
sible de les contr6ler toutes. I1 s'agit donc de localiser les Ctapes les plus dangereuses potentiellernent pour pouvoir 
ensuite les rnaitriser. 

L'analyse des risques permet de dCterminer a quel moment il peut y avoir danger potentiel par dCviation d'une prod- 
dure rr normale >> (point critique). L'Cvaluation du risque consiste a determiner la probabilitk d'une consCquence inac- 
ceptable de cette dkviation. I1 faut donc utiliser des connaissances techniques. Un danger est consider6 cornrne inaccep- 
table s'il permet la croissance et la survie d'un organisrne pathogkne ou la contamination par un tel organisrne ou s'il 
induit la fabrication ou la persistance de toxines rnicrobiennes dans le produit alirnentaire ou son environnernent. 
Cette analyse des risques conduit i l'identification des points critiques a contraler et a maitriser (control en anglais 
se traduit par <r rnaitrise P). Un point critique est un lieu, une pratique ou un procCdC dont on peut maitriser les 
facteurs afin de diminuer les risques potentiels. 

Le systkrne HACCP cornprend : 
- l'analyse des risques : identification des risques et kvaluation de leur gravitC (exernple : contamination par Salmo- 

nella lors de la fabrication du lait en poudre) ; 
- la dktermination des points critiques ou les contr6les sont nkcessaires pour rnaitriser les risques identifiCs (exernple : 

contamination du lait frais, contamination lors de I'entreposage, contamination lors du transport ?I la fabrique) ; 
- la spCcification des critkres indicatifs pour I'efficacitC du contr6le perrnettant la rnaitrise du risque et des lirnites de 

tolkrance. Un critkre est dCfini cornrne lirnite (de nature physique, chimique ou biologique) ou caractkristique spkci- 
fiCe (exernple : absence de Salmonella dans 100 mL) ; 

- l'ktablissernent et la rnise en place des procCdures de surveillance donnant lieu a la redaction d'un document ; 
- 1'exCcution d'actions correctives lorsque les critkres ne sont pas atteints. 
L'application d'une demarche HACCP permet d'intkgrer I'hygikne dans une dCrnarche qualitk. Les rCsultats d'une 
etude HACCP sont specifiques des produits et du type de chaine de production. 
Ce travail fait appel a toutes les catCgories de personnel intervenant au long de la chaine alirnentaire, depuis la fabrica- 
tion jusqu'a la distribution. I1 fait donc participer toutes les disciplines. 
En 1992, la proposition de directive europCenne sur l'hygikne des denrCes alirnentaires recornrnande l'utilisation du 
HACCP. I1 sernble rnaintenant nkcessaire d'introduire I'HACCP dans les normes IS0 9000. 
C'est un systkrne qui permet d'arnkliorer I'efficacitC dans la fabrication alirnentaire en faisant de la prkvention, au lieu 
d7Clirniner un produit fini jug6 non consornrnable apres contr6le final. Ainsi, tout produit fabriquk est consornrnable car 
toutes les Ctapes ou il risquait de se contarniner sont rnaitrisees. 

2.3.2. Aide A la demarche HACCP : la microbiologie previsionnelle ou predictive 
La dCrnarche HACCP, pour ce qui concerne l'aspect rnicrobiologique, vise a rnaitriser systCrnatiquernent l'incidence 
des diffkrents facteurs de l'environnernent susceptibles de favoriser la contamination d'un produit par des rnicroorga- 
nisrnes, la multiplication de ces contaminants ou, a l'inverse, susceptibles de permettre la destruction des rnicroorga- 
nisrnes prksents dans un produit alirnentaire. Cette dkrnarche peut Etre rendue plus efficace par la connaissance apriori 
du devenir des rnicroorganisrnes, qui depend de leur nature et de certains facteurs de l'environnernent. 
I1 s'agit ici d'anticiper, donc de prCvoir comment vont Cvoluer les rnicroflores dans le produit, ainsi que les risques de 
dCpasser les seuils de tolCrance pour les diffkrentes catCgories de rnicroorganisrnes. Cette anticipation (analyse a priori), 
peut permettre de dirninuer le r61e des analyses a posteriori, qui prksentent des difficultks likes aux problkrnes statisti- 
ques posCs par 1'Cchantillonnage. I1 est en effet dClicat d'obtenir systCmatiquernent un Cchantillon rCellernent reprCsen- 
tatif lors du contr6le de produits finis, et il n'est pas totalernent exclu de cr laisser passer >> un produit contamid. 
Cependant, cette Ctude a priori ne rernplace pas le contr6le des produits finis. 
L'objectif de la rnicrobiologie prCvisionnelle est donc de rkpondre a un certain nombre de questions concernant le 
devenir d'un microorganisme dans un produit alirnentaire et, notamrnent : 
- d'envisager une modification du produit compatible avec sa qualit6 rnarchande (texture, pH.. .), permettant d'kiter 

un developpement rnicrobien. La qualit6 et la sCcuritC du produit seraient alors garanties par sa conception rnErne ; 
- d'kvaluer un niveau de contamination acceptable aux diffkrents points de la chaine de fabrication. 
La rnCthode consiste a suivre la croissance, donc a rCaliser un certain nornbre de rnodkles cinktiques rnesurant 1'Cvolu- 
tion de la population contarninante en fonction du temps, dans des conditions prCcises de'finies par un certain nornbre 
de facteurs. I1 faudra ensuite Cvaluer ces facteurs dans I'aliment et utiliser ces modeles pour << pre'voir H 1'Cvolution de 
la population. Contrairernent la stkrilisation qui, elle aussi, fait appel a des rnodkles cine'tiques de destruction par la 
chaleur, les rnodkles de la rnicrobiologie prkvisionnelle visent surtout a prkvoir la multiplication des microorganisrnes. 



2. Construction & la qualite' en indwtrie deproduction 

Pour suivre et Cvaluer 1'Cvolution de la population contarninante, on va rnesurer trois pararnktres qui caractkrisent une 
croissance de rnicroorganismes : 

- le temps de latence h, qui dCpend de 1'Ctat physiologique initial des rnicroorganisrnes, de leur concentration 
initiale, et des caractkristiques de l'environnernent. Ce pararnktre est trks important pour les bactCries pathogenes 
dont on va chercher a allonger la phase de latence. En effet, les microorganisrnes responsables d'intoxications 
alirnentaires ne sont en genCral dangereux qu'h partir de certaines concentrations. Cette concentration peut &tre 
atteinte lorsque la bactCrie, Ctant adaptee au (( milieu environnant H pendant la phase de latence, se multiplie ; 

- le taux de croissance exponentielle p qui depend essentiellernent de l'espkce rnicrobienne et des caractCristiques 
de l'environnernent. Ce pararnktre est essentiel a prendre en cornpte pour les flores d'alteration en lien avec la 
conservation des produits alimentaires ; 

- la croissance maximale Nmax, qui dCpend essentiellernent de la concentration en (( facteur nutritif lirnitant >> dans 
1' aliment. 

Les facteurs influenlant cette croissance sont ensuite dCterminCs. Seuls sont pris en cornpte les facteurs qui peuvent 
&tre rnodifiCs. Ce sont, le plus souvent, la ternphature, l'activite de l'eau : Aw, et le pH. Pour chacun des facteurs, la 
garnrne des valeurs, c'est-a-dire 1'Ctendue de la variation possible (champ d'experirnentation) des valeurs que ces 
facteurs peuvent prendre dans le produit alirnentaire considCrC, est determinee. 
Enfin, I'expCrirnentation est planifike en rkpartissant les essais (tests de croissance) dans le champ d'expCrirnentation prCcC- 
dernment fixC. Notamrnent, les niveaux des facteurs (valeurs effectives de ces facteurs), la distribution de ces niveaux 
(progression gCornCtrique ou arithrnktique) et la combinaison de ces facteurs (plans d'expkrirnentation) sont choisis. 

EXEMPLE 
Facteur I (pH) : 
- valeurs effectives testees pour ce facteur ou cc niveaux >> de 2 2 6 ; 
- distribution : progression arithrnetique de 2 (niveaux testCs : 2-4-6). 
Facteur 2 (temperature T) : 
- valeurs effectives testCes pour ce facteur ou (( niveaux ,, : de 15 "C 2 25 "C ; 
- distribution : progression arithrnetique de 5 "C (niveaux testes : 15-20-25). 
Ces deux facteurs seront combines deux deux selon le plan d'expCrirnentation suivant : 
- 2 p H 2 e t 1 5 " C ;  
- 2pH2e t20°C;  
- BpH2et25"C; 
- 2pH4e t  15°C;  
- 2 p H 4 e t 2 0 ° C ;  
- 2 p H 4 e t 2 5 " C ;  
- 2 p H 6 e t  15°C;  
- h p H 6 e t 2 0 ° C ;  
- a pH 6 et 25 "C. 

11 faut concevoir des milieux se rapprochant le plus possible du produit consider6 rnais laissant une possibilite de mesure 
de la croissance relativernent simple. On considkre en fait que ce sont essentiellernent les facteurs physico-chimiques qui 
vont avoir un effet majeur sur la croissance, pour peu que la composition en nutriments du milieu soit suffisante. 
Les modkles sont ensuite construits 2 partir des rdsultats expkrimentaux. Une courbe de forme sigrnoi'de est ajustCe sur 
les points expkrimentaux obtenus : Ln (N = f (t). Une equation mathernatique en est dtduite, elle donne les pararnktres 
definissant le modkle : h, p et, Cventuellernent, Nman Cette courbe et son Cquation reprksentent le rnodkle primaire. 
Dans un deuxikrne temps, une relation entre un de ces trois paramirtres et les facteurs testCs dans le plan d'expkrimen- 
tation est Ctablie. Ce sont les rnodkles secondaires. 
Ces modkles secondaires representent : 
- la relation entre un pararnirtre (1, y, Nmax) et un facteur (ternptrature T, Aw, pH), relation reprksentte par une courbe. 

Exernple : 1 = f (pH) ; 
- la relation entre un pararnetre (h, p, Nmax) et deux facteurs, relation reprCsentCe par une sCrie de courbes Cquivalant h 

une surface de rCponse. 
Exernple : h = f [pH, TI ou h est represent6 sur l'axe des ordonnCes, pH et T sont reprCsentCs sur deux axes des 
abscisses perpendiculaires. 
On trace chaque courbe obtenue (h = f [pH] ; h = f [TI). La surface de rCponse est donnCe par la surface dCfinie par 
ces deux courbes ; 

- la relation entre un pararnktre (h, p, Nmax) et trois facteurs, relation reprCsentCe par un ensemble de surfaces de 
rCponses pour trois facteurs 

I EXEMPLE 
h = f [pH, T, AJ. 
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Ces modirles, construits a partir de milieux artificiels, seront validks si les Ccarts entre les valeurs thkoriques des 
paramirtres obtenus par modClisation mathkmatique (h, y. Nmax) et les valeurs reelles obtenues sur des produits indus- 
triels contarninks ne sont pas excessifs. 
Aprirs validation, le modirle peut &tre utilisk pour la prkvision du devenir des contaminants, pour des valeurs de facteurs 
comprises dans la gamme testke en Cvitant d'extrapoler ?I d'autres valeurs, compte tenu du caractirre empirique de la 
construction des mod2les. 
Les problkmes les plus importants qui se posent, pour l'utilisation de la microbiologie pre'visionnelle, rksident dans le 
fait que les valeurs des paramirtres rtellement observCes sont trirs infkrieures aux pre'visions. Celles-ci sont donc trirs 
pknalisantes pour les fabricants, et la microbiologie prkdictive par la mCme trop restrictive. Ceci s'explique par le fait 
que les mesures ont Ctk effectutes dans des systirmes simplifiks ne prenant pas en compte : 

- la structure solide du produit ; 
- les phknomirnes de competition entre souches ; 
- l'histoire ante'rieure du microorganisme contaminant. 

I1 existe une base de donnkes contenant un certain nombre de modirles. Ces informations doivent cependant Ctre relati- 
visCes et exploitkes par un microbiologiste expCrimentC pour Cviter de prendre un risque quant au dkveloppement des 
bactdries dangereuses. 

3. Construction de la qualit6 au laboratoire d'essais et d'analyses 
microbiologiques 

Les entreprises sont amenCes 2 faire appel a divers laboratoires pour effectuer des contr6les a des fins rdglementaires 
(lkgislation) ou volontaires (autocontr6les), en vue d'apporter la preuve de la conformitk de leurs produits et process a 
certaines exigences techniques prtdCfinies. 
A la demande des entreprises, les laboratoires doivent eux aussi adopter une dkmarche qualitC. 
La qualit6 au laboratoire connait actuellement un dCveloppement important et peut faire appel 2 une certification par un 
organisme reconnu et indkpendant, selon des exigences trirs precises. 
Cette demarche qualit6 peut faire l'objet d'une accrkditation dClivrte par un organisme faisant autoritt, le ComitC 
franqais d'accreditation (COFRAC). La demande d'accrkditation est une demarche volontaire du laboratoire d'analy- 
ses : cependant, beaucoup de demandeurs d'analyses l'exigent aujourd'hui. Pour pouvoir accCder a diffirents marchCs 
d'exportation, il convient d'obtenir la reconnaissance au plan international des contr6les effectuCs en France. 
Pour les laboratoires, la norme EN 45001 dkfinit les criteres gCnCraux de fonctionnement des laboratoires d'analyses et 
d'essais. Elle est complCtte par le programme 59 pour les analyses microbiologiques. 

3.1. Comitt fransais d'accrtditation 
Le ComitC franqais d'accrkditation (COFRAC) a CtC mis en place en juin 1994, prenant la suite du rCseau national 
d'essais (RNE) et des laboratoires d'ttalonnage (Bureau national de me'trologie (BNM). 
Le COFRAC est une association organisee en sections : section (( essais ,,, section << Ctalonnage D, section (( environne- 
ment n.. . 
La section essais du COFRAC proci.de a 1'accrCditation des laboratoires d'essais et d'analyses. A l'interieur de cette 
section essais, la <( commission sectorielle agroalimentaire ,, gkre l'accrkditation des laboratoires d'essais et d'analyses 
dans le domaine agroalimentaire. 
Un accord multilattral de reconnaissance rkciproque a Ctk sign6 avec dix autres pays europkens dans le cadre de I'EAL 
(European Accreditation Laboratories). 
L'accriditation dClivrCe par le COFRAC valide le respect de certaines exigences : 
- exigences generales d'accreditation, selon des critirres fixes par le guide I S 0  CEI 25 et la norme NF EN 45001, qui 

sont rkpertoriCs dans le document 1002 du COFRAC (re'vision 1 : fkvrier 1995) : appliqukes a tous les domaines 
d'essais ou d'analyses, elles doivent Ctre interprktkes diffkremment selon qu'il s'agit d'analyses agroalimentaires ou 
d'essais mkcaniques ; 

- exigences specifiques pour chaque secteur, secteur agroalimentaire par exemple : 
- exigences techniques spkcifiques qui reprennent en partie les critirres de la norme NF EN 45001 en les specifiant 

pour les laboratoires du secteur considkrk (exemple : secteur agroalimentaire) ; 
- mkthodes d'analyses ou d'essais spkcifiques a ce secteur (exemple : recherche et denombrement de microorga- 

nismes dans le domaine agroalimentaire). 
Pour chaque secteur, la section << essais P du COFRAC re'dige des programmes d'accrkditation, concernant les exigen- 
ces spkcifiques. Ainsi, la commission sectorielle agroalimentaire de la section essais a mis au point le fameux pro- 
gramme 59 : << Analyses microbiologiques des produits agroalimentaires ,, (4" rtvision en novembre 1995). 



3. Construction a5 h qualite' au hboratoire d'essais et dbnalyses microbiologiques 

3.2. Norme NF EN 45001 
La norme NF EN 45001 est identifiCe ainsi : (( Critkres gCnCraux concernant le fonctionnement des laboratoires d'es- 
sais ou d'analyses >>. 
La norme spCcifie les critkres gCnCraux en matikre de compe'tence technique, sans tenir compte du secteur concernC. 
Les diffkrents domaines d'application de cette norme sont les suivants : 

- identit6 juridique ; 
- impartialitk, indkpendance, intCgritC ; 
- compttence technique ; 
- gestion et organisation ; 
- personnel (qualification, formation et expCrience) ; 
- locaux et Cquipements (Cquipements et instruments de mesure et d'essai ou d'analyse ; les produits consomma- 

bles) ; 
- procCdures de travail (mCthodes d'essais systkme qualitk) ; 
- coopdration : 

- avec le client (pour lui permettre de dtfinir correctement la demande d'essai), 
- avec des organismes d'accrkditation, 
- avec d'autres laboratoires, 
- avec des organismes de normalisation. 

I 3.3. Programme 59 
I 11 regroupe les exigences techniques sp6cifiques auxquelles un laboratoire doit satisfaire, relatives aux points suivants : 

- rkgles gCnCrales d'hygikne ; 
8 

- compCtence du personnel ; 
- locaux (une distinction est faite entre les locaux d'essais proprement dits et les locaux annexes) : 

- conception et agencement des locaux d'essais, 
- amCnagement des locaux d'essais, 

I - entretien et nettoyage des locaux d'essais, 
- environnement des locaux d'essais ; > 

- Cquipements et materiels ; 
, - prCparation du matCriel et des milieux (cf. norme NF V 08-002) ; 
) 

- pricautions hygiCniques pendant l'examen (cf. norme NF V 08-002) ; 
- prkparation de 1'Cchantillon pour essai, de la prise d'essai et de la suspension mkre. 

I Il prCcise et dCfinit les mdthodes d'essais ou d'analyses que doivent pratiquer les laboratoires. 
- mkthodes normalisCes : 

1 - les mCthodes horizontales sont des mCthodes de rCfCrence ((( directives gtntrales >>) et des me'thodes de routine. 
, Elles sont utilise'es pour la recherche d'une catCgorie ddfinie de microorganismes sans prendre en compte la 

spCcificitC du produit analysC ; 
I 

- les mdthodes sectorielles sont propres a certaines farnilles de produits. Ces me'thodes sont obligatoires lorsque les 
, mCthodes horizontales ne s'appliquent pas (NF V04-505 : dknombrement de Brochothrix thennosphacta dans la 

viande). 
I 

Le laboratoire a le choix d'utiliser, pour le produit considCr6, soit une mCthode horizontale, soit une mCthode 
, sectorielle. 

Les caractkristiques de ces mtthodes seront prCcisCes dans le chapitre I1 (voir chap 11 - 4.2.3). 
- mtthodes validCes par I'AFNOR : ces mCthodes non normalisCes sont des mdthodes rapides (exemple : Petrifilm 

Flore totale et Petrifilm Coliformes pour le domaine d'application du lait). Un laboratoire dCsirant utiliser ces mttho- 
des doit demander conjointement l'accrkditation pour la mCthode normaliste correspondante. 



CHAPITRE I1 

CONTROLES MICROBIOLOGIQUES DANS 

Ce chapitre pre'sente en premier lieu l'interface entre la production industrielle et les analyses de laboratoire et tente de 
rCpondre succinctement aux questions suivantes : 

- quelle est la nature des contr6les realisCs au laboratoire ? 
- a quels stades de la production les contr6les sont-ils nkcessaires ? 
- quels laboratoires sont susceptibles d'effectuer ces contr6les ? 

Dans un deuxieme temps, il envisage plus prCcisCment la dCmarche de l'analyse au laboratoire : 
- quelles mCthodes pourront &tre utilisCes pour effectuer ce contr6le ? 
- quelle est la demarche du contrdle d'un lot de production ? 

1. Les differentes categories de contrble en industrie alimentaire 

Les contr6les en industrie alimentaire sont de deux types : 
- soit ils sont diligent& par des organismes administratifs ou des associations afin de contr6ler la conformitC a un 

critkre Ctabli, d'une matibre premibre ou d'un produit fini mis sur le marcht. Ces contr6les peuvent &tre officiels (ou 
re'glementaires) et permettent d'autoriser la distribution du produit s'il est conforme ou de sanctionner et d'interdire 
sa vente dans le cas contraire ; 

- soit ils sont decidCs au sein de l'entreprise et concement certaines Ctapes de la fabrication du produit : ce sont les 
autocontr6les. Ces autocontr6les sont effectuCs par des laboratoires internes a I'entreprise ou sous-traitts par des 
laboratoires extemes : ils font alors partie de la construction de la qualit6 dans l'entreprise. Pour les entreprises qui 
ont une politique qualitC, les autocontr6les sont soumis a une rkglementation. 11s sont dtfinis a l'article 3 de la 
directive CEE 93/43, du 14 juin 1993, relative a I'hygibne des denrCes alimentaires : l'autocontr6le correspond ?I 
l'analyse demandke par le responsable d'un Ctablissement et rCalisCe dans le cadre d'un plan d'autocontr6le. L'admi- 
nistration donne des instructions pour sa mise en aeuvre. PubliCes dans les notes de service du J o u m l  oficiel, ces 
instructions sont diffkrentes selon la nature du produit. Elles portent : 
- sur la frkquence des prklbvements donnant lieu au contr6le ; 
- sur le moment de la re'alisation de ce contr8le ; 
- sur les critkres microbiologiques ti rechercher ; 
- sur la modalit6 pour la vdrification des critbres ; 
- sur la modalit6 d'interprktation des rksultats. 



Chapitre II - ContrBks mirrobiologiques &m la k r c h e  qualit& 

2. Niveaux de contrble microbiologique dans la fabrication 

Les contr6les microbiologiques au cours d'une production industrielle peuvent avoir plusieurs objectifs : 
- Cvaluer la qualite microbiologique d'une matiere premiere 21 l'aide d'un autocontr6le ; 
- maitriser la qualite et, notamment, la purete du levain dans le cas d'une production mettant en jeu une fermentation 

(autocontr6le) ; 
- Cvaluer le niveau de contamination en vue de maitriser un point critique de contamination ou de multiplication d'un 

microorganisme sur une chaine de fabrication : contr6le du produit en cours de fabrication, contr6le des locaux, du 
materiel et du personnel ; 

- Cvaluer la qualite microbiologique d'un produit fini a l'aide d'un autocontr6le ou d'un contr6le officiel. 
Lafigure I situe au cours de la fabrication du produit l'ensemble de ces contr6les. 

Fig. 1 - Niveaux de contr6le microbiologique en industrie de production alimentaire 



2. Niveaux a5 contrdle rnicrobiologique &ns la fabrication 

2.1. Contr6le des matikres premieres 
Cet autocontr6le effectue' par l'entreprise doit permettre de verifier le niveau de contamination ge'ntral et la presence de 
microorganismes particuliers susceptibles de gCner la fabrication ou d'alttrer le produit fini lorsqu'ils ne sont pas 
de'truits lors de la fabrication (cuisson, salage.. .). 
La qualit6 microbiologique des matikres premikres doit donc Ctre conforme au cahier des charges. Celui-ci pourra Ctre 
difftrent pour une transformation mettant en jeu une fermentation ; dans ce cas, on peut tole'rer un milieu faiblement 
contarnine'. Actuellement, le de'veloppement de l'assurance qualite' parmi les fournisseurs de matikres premikres doit 
permettre de limiter de plus en plus ces contr6les. Si le foumisseur garantit une qualite IS0  9002 (maitrise de la produc- 
tion) ou IS0 9003 (conformitt des produits livrks), l'entreprise peut alltger les contrBles sur les matikres premitres. 

2.2. Autocontr6les en cours de fabrication 
L'objectif recherche' ici est de contr6ler le proc6dC de fabrication du point de vue microbiologique pour mieux le maitriser. Il 
faut donc localiser les points de la chaine oh il y a le plus de risques de contamination. Cette analyse des points critiques fait 
partie de l'ttude HACCP conduite pour l'ensemble du proce'de' de fabrication. Ces autocontrBles sont un peu comrne les 
capteurs d'une boucle de re'gulation. 11s doivent permettre de mettre en e'vidence rapidement un probltme de fabrication afin 
de pouvoir modifier une partie du procede et d'arneliorer les dsultats de l'analyse au << point critique >>. Le resultat d'une 
analyse peut etre sup6rieur au point de consigne (limite acceptable pour ce paramktre : < 100 coliformes/mL, par exemple). 
Dans ce cas, une action corrective est dklenchte en amont au niveau de la chaine de production (amelioration du nettoyage 
et desinfection d'un accessoire de fabrication, par exemple). L'efficacitt de l'action corrective est ve'rifik par l'obtention 
d'un ksultat devenu satisfaisant pour le pamktre choisi (re'sultat < 100 coliformes/mL). 

Afin que ce systkme de boucle de rdgulation puisse fonctionner, il faut que les autocontr6les soient rapides et le moins 

I 
coDteux possible afin d'Ctre effectuts avec une grande frtquence. I1 faut, de plus, tester une cate'gorie de microorga- 
nisme representant un bon indice du risque de contamination a ce stade pre'cis pour le produit considere'. C'est la 
Wuence Clevee des autocontr6les qui permet de de'celer le plus tBt possible une defaillance du systkme de production. 
Le plus souvent, ces contr6les sont effectuts a l'aide de me'thodes d'analyse non officielles : les me'thodes rapides 
validtes par I'AFNOR. Ces methodes rapides peuvent Cue effectuees par un laboratoire interne ou externe a l'entre- 
prise, mais le laboratoire interne fournit des re'sultats plus rapidement et perrnet donc une action corrective plus rapide. 

2.3.Contr61e du produit frni 
C'est un contr6le effectue a posteriori pour Cvaluer la qualite' d'un produit aprks sa fabrication et avant sa distribution. 
Au titre d'autocontr6le, il est commandite' par l'industriel pour valider la production et liberer les stocks pour la distri- 
bution. I1 ne peut avoir qu'une incidence limitte sur la chaine de production car les resultats demandent souvent 24 a 
48 heures au minimum. Lorsque, au cours de ce contr6le terminal, une dtfaillance conduisant a la suppression du 
produit defectueux est dCtectCe, la modification de la chaine de production entraine alors des de'lais d'intervention sur 
la fabrication du produit beaucoup plus longs que lors d'un autocontr6le en cours de fabrication. 
Les contr8les officiels de routine sont effectuCs de faqon systtmatique pour vCrifier la conforrnitt des produits fabri- 
quCs aux critkres microbiologiques officiels afin de protkger le consommateur. I1 s'agit alors d'un contr6le de nature 
rtpressive. Dans le cas d'un produit incrimine' dans une toxi-infection collective, ce sont les services vtte'rinaires (sous- 
direction de 1'Hygiene alimentaire SDHA, Centre national d'e'tudes vCtCrinaires et alimentaires CNEVA) ou leurs 
antennes departementales qui interviennent pour demander I'analyse. 

2.4. Contr6le des levains 
Lorsqu'un levain est utilise' pour la fabrication, sa qualitt est conu6lCe avant l'ensemencement de la cuve de fermenta- 
tion. On cherche a detecter un contaminant, mCme pre'sent en faible quantite', car, aprks ensemencement de la cuve, 
celui-ci serait susceptible de se multiplier plus rapidement que le ferment se'lectionne. Les levures peuvent Ctre conta- 
minCes par des levures sauvages ou des bacttries lactiques ou ace'tiques ; les moisissures par des bactkries ; les levains 
lactiques par des bacte'ries a dtveloppement plus rapide ou par des bacttriophages. 

2.5. Contr6le de l'hygikne des locaux et du personnel 
Enfin, les conditions de fabrication elles-mCmes peuvent Ctre contr6ltes. Ceci concerne les locaux, dont la conception 
mCme doit assurer de bonnes conditions d'hygikne (contr6le de surface, contr6le de l'air ambiant). Effectue's a interval- 
les de temps re'guliers, ces contr6les peuvent faire Cvoluer le dispositif mis en place dans le cadre de l'assurance qualite. 
Le mate'riel de fabrication doit Ctre conqu de faqon a tviter les zones de prolife'ration microbienne (angles morts.. .). 
Enfin, le personnel, source majeure de contamination, doit souscrire des rkgles d'hygikne trks rigoureuses. 



Chapim 11- Contrdb microbiologiques dam la dbmarche qualid 

3. Laboratoires de la qualit6 microbiologique 

3.1. Laboratoires charg& des autocontr6les 
Pour la rtalisation des autocontr6les, I'entreprise fait appel a un laboratoire qui peut Ctre sur le site ou exttrieur au site. 
Le laboratoire interne d'une entreprise sous assurance qualitt IS0  9000 doit &re g t r t  selon les mCmes principes que 
l'entreprise dans son ensemble. Son utilisation est pratique pour l'entreprise, en particulier du fait de la rapidit6 de son 
intervention. Le laboratoire interne a l'entreprise peut Ctre accredit6 auprks du Comite franqais d'accreditation, le 
COFRAC ; il l'est alors, au moins, pour les analyses nkcessaires A I'assurance qualitt. 
Le laboratoire externe, dans lequel sont sous-traittes les analyses de contr6le des entreprises alimentaires, a intCrCt 
&tre accredite auprks du COFRAC. Son intervention garantit l'indtpendance des contr6les effectuts et c'est un atout 
important dans les rapports que peut entretenir l'entreprise avec ses clients et l'administration. 
Un texte rtglementaire publit au Journal ofJiciel du 6 janvier 197 1 sptcifie les qualitts requises pour les laboratoi- 
res - materiel et personnel - pour obtenir I'accrCditation. 
L'accreditation COFRAC est soumise a la norme NF EN 45001 (voir chapitre I). 
Parmi les laboratoires accrtdites effectuant des autocontr6les pour les entreprises, figurent des laboratoires charges 
tgalement des contr6les officiels (ou reglementaires). 

3.2. Laboratoires chargbs des contr6les officiels (ou r6glementaires) 
Les contr6les officiels sont inities soit a la suite de plaintes, soit A la suite de toxi-infections alimentaires collectives 
(TIAC), soit lors des enquCtes habituelles concernant un produit, soit dans le cadre d'enqugtes programmees sur un plan 
national ou rtgional. Dans ce dernier cas, il s'agit de realiser sur un type de produit des analyses concernant un critkre 
precis, et de donner un rtsultat permettant de vtrifier la conformite de ce produit aux exigences fondtes sur la loi. Les 
critkres a contr6ler portent essentiellement sur les indices de qualitt sanitaire. Ces m&mes laboratoires peuvent Cgalement 
se charger de contr6les demandts par des groupements professionnels ou des associations de consommateurs. Les para- 
metres Cvalues sont alors soit des indices de qualitt sanitaire, soit des indices de qualit6 marchande. Les contr6les officiels 
sont men& suivant des mtthodes normalisCes ou, si celles-ci n'existent pas, selon des methodes officielles. 
Trois types de laboratoires interviennent pour la realisation de ces contr6les. 

3.2.1. Laboratoires de la Direction gtntrale de la concurrence, de la 
consommation et de la rtpression des fraudes (DGCCRF) 

La Direction gintrale de la concurrence, de la consommation et de la rtpression des fraudes (DGCCRF), dependant du 
ministere des Finances, administre huit laboratoires inter-rtgionaux, a competence regionale pour les analyses couran- 
tes et competence nationale pour les analyses sptcifiques. 
I1 existe, de plus, des laboratoires agrets dtpendant de l ' ~ t a t ,  qui effectuent les analyses officielles des dtpartements, 
des municipalitts, et des laboratoires privts habilites rtalisant dans le secteur privi les analyses prevues dans le cas de 
rdglementation sptcifique. 
Les laboratoires DGCCRF et les laboratoires agr&s effectuent toutes les analyses de composition et tous les contr6les 
microbiologiques sur les produits les plus varits. La DGCCRF intervient aussi bien dans un atelier industriel de fabrication 
que dans les locaux d'un artisan fabricant. Elle peut transmettre les dsultats des contr6les pratiquts aux services vettrinaires. 

3.2.2. Laboratoires vtttrinaires - la sous-direction de I'Hygikne alimentaire (SDHA) 
Cette sous-direction est rattachte au ministere de 1'Agriculture. Ses activitts couvrent le contr6le des ttablissements de 
production, le contr6le du transport. de la conservation, de la transformation, de la mise sur le marche, de l'utilisation 
en restauration collective des denrtes animales ou d'origine animale ; une extension est possible aux autres denrees. 
L'ensemble des criteres concernant les denrtes animales ou d'origine animale figure dans l'arrCtt du 21 decembre 
1979 publit au Journal oficiel du 19 janvier 1980 et modifie le 21 avril 1994. L'ensemble des critkres microbiologiques 
fixes par la rtglementation fran~aise a t t t  publie en 1996. 
La sous-direction administre deux types de laboratoires : 
- les laboratoires vtttrinaires dtpartementaux, au nombre de 86, qui sont habilites A pratiquer les analyses bacttriolo- 

giques courantes et des contr6les particuliers adaptes aux besoins locaux. 11s interviennent pour des examens offi- 
ciels pour tout ce qui concerne les metiers de la bouche, la restauration individuelle et collective. 11s dependent des 
conseils gtntraux des departements. Un nombre croissant de ces laboratoires sont accrtdites pour plusieurs types 
d'analyses qu'ils effectuent couramment ; 

- les laboratoires de recherche et de contr6le qui servent de rtference et qui sont regroupts au sein du Centre national 
d'etudes vettrinaire et alimentaire (CNEVA). 
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11s assurent les contr6les sptcialists ntcessitant soit une compttence particulikre, soit un Cquipement particulier, et 
sont egalement chargts d.e recherches sur de nouvelles techniques d'analyse, dlenquCtes tpidCmiologiques, de la mise 
en Cvidence des implications de technologies nouvelles sur l'hygikne alimentaire. 

3.2.3. Laboratoires de 1'Institut franqais de recherche pour l'exploitation de la mer 
(IFREMER) 

Cet institut assure les activitts de contr6le de la qualitt des productions marines. 
I1 est placC sous la double tutelle du ministkre charge de la Mer et de celui chargt de la Recherche. 

3.2.4. Exigences communes awc laboratoires chargds des contrbles ofliciels 
L'examen doit Ctre pratiquC dans des conditions prtcises. 
L'khantillonnage doit Ctre reprdsentatif. 
Le prtlkvement doit Ctre adaptt, rtalisC et identifit selon les normes. 
Les renseignements doivent Ctre rtcupe'rCs sur une feuille de commCmoratifs. 
Le transport au laboratoire doit &tre realist dans des conditions qui ne peuvent fausser les rtsultats de l'analyse. 
L'analyse est pratiqude par le laboratoire selon une technique normaliste ou validCe par l'organisme de normalisation. 
Les resultats des analyses rnicrobiologiques doivent Ctre analysts et int6grts B l'ensemble des rtsultats concemant le produit. 
Les resultats doivent Etre consignts sur des bulletins normalisCs. 

Mkthodes mises en oeuvre lors des analyses microbiologiques 

Selon la nature de l'aliment et le type de contr6le effectut, les parambtres microbiologiques CvaluCs seront diffkrents. 
Les mCthodes dCpendent de la nature du microorganisme ttudie, des critkres fournis pour ce microorganisme et de la 
nature du produit. 

4.1. Mkthodes et critkres microbiologiques officiels 

4.1.1. Prdsentation des mdthodes officielles et rattachement awc crithres 
Le Journal oficiel publie dans la sCrie Hygitne alimentaire plusieurs fascicules concernant les diffkrentes cattgories 
de produits alimentaires (exemples : viandes et produits a base de viande, no 1488 I1 ; produits dittCtiques et de rCgime 
no 1545). 
Dans chaque fascicule, figurent les ddcrets et arrCtts concernant les differentes optrations likes i la production et 2 son 
contr6le, a la transformation, au transport, ?i l'exportation et B l'importation des produits concernes. Ainsi, I'arrCtC du 
23 mars 1993, relatif au traitement par rayonnements ionisants des camemberts fabriques A partir de lait cru se trouve 
dans le recueil concernant les << laits et produits laitiers B. 
De mCme, ces recueils de textes contiennent des arrCtts fixant les critbes d'hygibne et de salubritt auxquels doivent 
repondre les produits. 
Ainsi, I'arrCtC du 30 mars 1994 relatif aux critbres microbiologiques auxquels doivent satisfaire les laits de consommation 
et les produits h base de lait lors de leur mise sur le march6 se trouve dans le m&me recueil : << lait et produits laitiers u. 
Ces critkres fixent les cattgories de microorganismes recherchts ou dtnombrts, sptcifient les conditions de realisation 
de l'khantillonnage et fournissent la ou les limites quantitatives pour chaque microorganisme, permettant ainsi de 
conclure quant A la qualit6 du produit. 

* 
Ces critkres sont indiquCs dans les tab 

En annexe des demiers &tCs relatifs aux crit&res microbiologiques, ou par une note de service faisant rCfCmnce B 
I'arrCtC, sont prtcistes les mtthodes d'analyse du produit, devenant officielles aprks leur publication. Au sein de la Direc- 
tion gtntrale de la concurrence de la consommation et de la rkpression des fraudes (DGCCRF), existent quarante et une 
missions, selon les produits et les spCcialitts, constitutes de personnels scientifiques d'origine publique et privte. Ces 
missions se chargent d'ttablir les mkthodes destinies A Ctre officialistes par arrCtt publit au Journal oficiel. 
Ainsi, dans la note de service du 25 novembre 1986 concernant les mCthodes d'analyse des beurres, sont prCcisCs : 

- les critbres microbiologiques ; 
- les Ctapes de l'analyse microbiologique et les protocoles opCratoires : tchantillonnage, prCparation de 1'Cchan- 

tillon pour essai, prtparation de la suspension mkre, rCalisation de dilutions dtcimales, ensemencement, lecture 
et expression des rtsultats. 
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Les laboratoires chargts des contr6les off~ciels rtalisent ces contr6les en utilisant la mtthode officielle ou les methodes 
normalisees correspondantes et se referent aux critbres officiels pour ttablir leur conclusion. 

Depuis 1'arrEd du 13 mars 1992, article premier, l'utilisation de certaines mtthodes normalistes est devenue obliga- 
toire pour les (c (. . .) laboratoires charges de concourir a I'application de la rtglementation relative a la rtpression des 
fraudes concernant les denrees, produits ou boissons destinees 2 l'alimentation humaine (a I'exclusion des eaux desti- 
ntes la consommation humaine et des eaux minerales naturelles) B. 
Les methodes suivantes (voir 4.2. et annexe 2 )  sont concerntes : 

- NF V 08-017 (1980) : denombrement des coliformes fecaux et d'Escherichia coli ; 
- NF V 08-010 (1996) : dilutions ; 
- NF V 08-014 (1984) : denombrement de Staphylococcus aureus ; 
- NF V 08-019 (1985) : dtnombrement des Clostridiurn perfringens ; 
- NF V 08-021 (1985) : dtnombrement des coliformes ftcaux et d'Escherichia coli ; 
- NF IS0 7954 (1988) : ICV 08-022 : dtnombrement des levures et moisissures ; 
- NF IS0 7832 (1988) : ICV 08-023 : dtnombrement des Bacillus cereus a 30 OC ; 
- NF IS0 6579 (1990) : ICV 08-013 : recherche de Salmonella ; 
- NF IS0 4833 (1 99 1) : ICV 08-0 1 1 : dtnombrement des microorganismes ?i 30 OC ; 
- NF IS0 4832 (1991) : ICV 08-015 : coliformes ?i 30 OC. 

Un certain nombre de ces mtthode normalistes ont t t t  reactualistes depuis l'arr6tt de 1992 (annexe 2).  I1 est possible 
de se procurer ces textes auprks de 1'AF'NOR. 
Ce sont toutes des directives gentrales qui peuvent Etre appliquees pour l'ensemble des produits alimentaires. 
Le Journal ofleiel peut m&me prtciser les mtthodes sectorielles a utiliser, c'est le cas pour les laits et produits laitiers. 
Un avis paru au Journal oficiel du 23 janvier 1996 prtvoit que cc Les mtthodes mises en ceuvre dans le cadre des 
contr61es officiels, notamment par les services vtterinaires dtpartementaux pour les laits de consommation et les 
produits a base de lait, prtvues dans l'article 3 de l'arr6tt du 30 mars 1994 sont les suivantes (voir annexe 2 )  : 
- recherche de Sc~lmonella spp : 

- methode de reftrence : NF IS0 6579 (dec. 1993, ICV 08-013), 
- mtthode de routine : norme AFNOR V08-052 (sept. 1993) ; 

- dtnombrement de Staphylococcus aureus : 
- mtthode de reference : AFNOR NF V08-014 (jan 1984), 
- mtthode de routine : norme AFNOR V08-057 (1994) ; 

- dknombrement des coliformes a 30 OC : 
- mtthode de refkrence : norme FIL 73 A (1985), 
- mtthode de routine : norme AFNOR V 08-050 (1992) ; 

- dtnombrement des microorganismes a 30 "C : 
- mtthode de reference : norme FIL 100 B (1 99 l), 
- mtthode de routine : norme AFNOR V08-05 1 (1992) ; 

- dtnombrement des microorganismes psychotrophes : 
- mtthode de reference : norme FIL 101 A (1991), 
- mtthode de routine : norme FIL 132 A (1991) ; 

- dknombrement d'E. coli : 
- me'thode de routine : norme AFNOR V08-053 (1993) ; 

- recherche de Listeria rnonocytogenes : 
- mtthode de routine : norme AF'NOR V08-055 (1993), 
- methodes alternatives validtes par I'AFNOR. n 

Les laboratoires officiels ont donc obligation d'utiliser des mtthodes normalisCes dcentes, qu'elles soient de rtference 
ou de routine (voir 4.2). 

4.1.2. Critkres microbiologiques oficiels 
Les cattgories de produits sont dtfinies plus precisement, car les critbres fixes sont differents selon le mode de prtpa- 
ration de I'aliment. En effet, les optrations technologiques mises en ceuvre lors de la preparation de l'aliment favorisent 
l'exposition de I'aliment aux microorganismes contaminants et conduisent souvent h une augmentation de la charge 
microbienne totale. 
On diffkrencie, par exemple, pour des produits de m&me nature comme les produits carnts, les viandes de boucherie 
(sans manipulation) et les viandes hachtes (avec manipulation). 
Inversement, on regroupe des produits d'origine difftrente mais qui ont des points communs lors de leur preparation. 



4. Muodes mkes en aruvre lors des analyses rnicrobiologques 

Par exemple, la toltrance pour les coliformes thermotolCrants est moindre pour une viande cuisinte (10 par gramme) 
que pour une viande hachCe crue (100 par gramme). Dans le deuxieme cas, la cuisson probable de la viande devrait 
Climiner une partie de cette flore, donc la toltrance est plus grande. Par ailleurs, pour Ctre respectts, ces criteres doivent 
Ctre realisables en pratique. 

Les catkgories et sous-categories des produits d'origine animale ont ete dCterminCes par I'arrCtC du 21 dCcembre 1979 
dans les articles 1 ?I 10. Cet arretd, paru au Journal ofleiel, conceme les textes gCnCraux d'hygiene alimentaire d'origine 
eta Ctk modifiC par les arrCtCs suivants : 17 septembre 1984 - 5 mars 1985 - 2 juin 1988 - 13 mars 1989 - 23 mars 1993. 

D'autres critkres completent les textes d'origine : 
- pour les viandes hachCes : arrCtC du 29 fevrier 1996 ; 
- pour les coquillages vivants : arretd du 2 juillet 1996 abrogeant celui du 21 dCcembre 1979 ; 
- pour les laits de consommation et les produits ?I base de lait : arrCtC du 30 mars 1994 ; 
- pour les beurres et corps gras : arrCtt du 15 avril 1986 ; 
- pour les vtgttaux crus : met6 du 28 mai 1997 ; 
- pour les eaux de consommation : arrCte du 20 fkvrier 1990. 

Produits carnCs - plats cuisines - potages deshydratCs 
- Viande de boucherie (article 2) : les viandes d'abattoirs et les viandes fraiches, sauf exception, ne sont pas considt- 

des comme viandes de boucherie. 
- Viandes hachees a l'avance, viandes cuites, produits de charcuterie, quenelles, plats cuisinCs B l'avance, potages 

dtshydratts (article 3) : les plats cuisine's h l'avance sont cuits ou prtcuits. Donc, les preparations crues, rtfrigdrkes 
ou surgelCes, ne sont pas concemtes par ces critbres. Dans ce cas, le principal constituant d'origine animale doit Ctre 
considert. Le service vCtCrinaire d'hygiene alimentaire dCcide si un produit fait ou non partie de cette catCgorie (les 
sandwichs en font partie), mais les microorganismes a 30 "C ne sont pas pris en compte. 
L'arrCtt du 29 ftvrier 1996 (article 40) modifie l'article 3 du 21 dCcembre 1979 en prCcisant les critbres applicables 
aux viandes hachCes et prCparations de viande. 
Les viandes hachtes peuvent Ctre d'origine bovine, porcine, ovine et caprine. La dCfinition exclut les saucisses crues 
et les chairs i saucisse. Les prkparations de viande sont des viandes ayant subi une modification cc insuffisante pour 
faire disparaitre les caractkristiques de la viande fraiche D. 

- Viandes de volailles (article 4). 

Produits de la p&che (article 5) 
L'arrCtC du 2 juillet 1996 modifie les critbres retenus pour les coquillages bivalves et oursins prtsentts vivants, jus- 
qu'alors pris en compte dans llarrCtC du 21 dtcembre 1979. 

Produits ?I base d'ceufs (article 6) 
Ovoproduits, pkisseries, crbmes pitissibres. 

Produits laitiers 
- Laits ferment& (yaourts, KCfir), laits gtlifits, fromages frais pasteurists, crkmes fraiches pasteurides, glaces et 

crkmes glades (article 7). 
- Lait de producteur destinC a un traitement thermique ou a la transformation (arrCtt du 17 septembre 1984). 
- Camemberts fabriquCs partir de lait cru, a l'exception de ceux benCficiant d'une appellation d'origine (article 2 de 

I'arrCtt du 2 mars 1993). 

Ces critkres ont kt6 complCtCs et prtcisds par 1'arrCtt du 30 mars 1994 cc relatif aux critbes microbiologiques auxquels 
doivent satisfaire les laits de consommation et les produits base de lait lors de leur mise sur le march6 B. Ces critbres 
sont vtrifits par les mtthodes d'analyse prtvues par l'avis publiC le 23 janvier 1996. 
I1 dtfinit : 

- les laits de consommation c o m e  les laits destines a &tre consommts en l'ttat ; 
- le traitement thermique, qui s'entend pour cc tout traitement par chauffage ayant pour effet une reaction nCgative 

au test de la phosphatase s ; 
- les produits laitiers comme dtrivts exclusifs du lait avec un ajout Cventuel d'une substance nCcessaire a leur 

fabrication ; 
- les fromages pke dure ayant une teneur en eau inftrieure B 56 % dans le fromage dtgraissd ; 
- les fromages a pPte persillte qui contiennent des moisissures internes de couleur bleue ; 
- les fromages a pPte molle etant soit c( des fromages affinCs ayant subi une autre fermentation qu'une fermentation 

lactique et dont la pke  n'est ni cuite ni presske B, soit des fromages dont la teneur en eau est suptrieure B 67 %. 



Conserves (article 8) 
Conserves base de denrCes animales ou d'origine animale. Les conserves de legumes sont exclues. 

Semi-conserves (article 9) 
Graisses animales (article 10) 

L'arrEte' du 15 avril 1986 precise les critkres donne's par l'arrEt6 du 21 dCcembre 1979. I1 concerne le beurre cru, le 
beurre concentre, les corps gras ZI base de matike grasse butyrique. 

Produits vdgttaux crus et  prkparations de vtgCtaw 
Les produits vkgetaux crus sont pris en compte depuis les arr&tCs du 13 mars 1992 et du 28 mai 1997 parus dans le 
recueil des textes gCnCraux du Journal officiel. Le premier met6 precise les mkthodes applicables pour les recherches 
classiques et dkcrit la mCthodologie a suivre pour la recherche de Listeria dans les produits vCgCtaux ou d'origine 
ve'gktale. 
Le dCcret du 26 avril 1991 fixe un certain nombre de prescriptions pour tout produit, denrCe, ou boisson destines a 
l'alimentation humaine. L'arrCtC du 28 mai 1997 fixe de nouveaux critkres pour certains aliments et prkparations ali- 
mentaires jusque-la non envisages. 
La definition des produits vCgCtaux crus ou prkparations B base de vCgCtaux crus exclut les produits vCgCtaux surgeles. 
Ce sont des << produits vCgCtaux ayant fait l'objet d'un epluchage ou d'un coupage n. Les critkres prCsentCs ici concer- 
nent aussi les graines germees, les jus de legumes et les jus de fruits crus. 

Eaux utilistes dans les industries alimentaires 
On peut ajouter a ces produits alimentaires les eaux de consommation et les eaux destinees B la production alimentaire. 
I1 semble important de prendre en compte cette dernikre catCgorie non comme produit alimentaire mais comme produit 
utilisC pour la fabrication en industrie alimentaire. 
En effet, le dkcret du 3 janvier 1989 modifiC le 10 avril 1990 et le 7 mars 1991 dCfinit les eaux destinks a la consom- 
mation humaine : 

- eaux livrees a la consommation conditionnees ou non, a l'exclusion des eaux rninkrales naturelles ; 
- eaux utilistes dans les entreprises alimentaires B des fins de fabrication, de traitement, de conservation ou de mise 

sur le march6 de produits ou de substances destines h etre consommCs par I'homme et qui peuvent affecter la 
salubrite de la denrCe alimentaire finale. 

L'ensemble de ces crit&res s'applique aux produits finis pour consommation, pour un contr6le exteme ou pour un autocontde. 
En effet, selon la circulaire du 4 avril 1980, << les critkres de l'arr&tC du 21 decembre 1979 sont ceux des laboratoires officiels 
et des laboratoires qui effectuent des analyses rnicrobiologiques B la demande des professionnels assujettis B l'obligation de 
l'autocontr6le D. En cas d'expertise, on appliquera sp6cifiquement une mCthode normalisee, prkiskment dkrite par 1'AFNOR. 

L'ensemble des tableaux prCsentts en annexe 1 regroupent les critkres microbiologiques pour chaque denrCe ali- 
rises d'essai a tester pour 

'@, 

4.2. MCthodes normalisCes 
La verification des critbres de qualite d'un produit alimentaire concerne ti la fois le domaine commercial et le domaine 
reglementaire. Les methodes d'analyse ont Ctk normalisees pour rkpondre avec eficacite aux enjeux fixCs par ces deux 
domaines. 

4.2.1. Organismes chargCs de la normalisation 
11 s'agit des organismes suivants : 

- Association fran~aise de normalisation (AFNOR). Elle n'a pas le monopole de la normalisation. Crete le 22 jan- 
vier 1926, l'association est chargee de coordonner toutes les activitks de normalisation, de gerer le certificat de 
normalisation NF et de defendre auprbs des instances internationales les technologies nationales. 
L'AFNOR, par I'intermtdiaire de son comite agroalimentaire, dCcrit des mCthodes d'analyse : ce sont les metho- 
des normalisees. Exemple : norme NF V 08-019 de 1985 : dknombrement des Clostridiumperfringens ; 

- ComitC europeen de normalisation (CEN). Le comitC a tte creC en 1961. Les ministres europtens ont souhaitk, en 
1985, faire un plus grand usage des proctdures nationales de normalisation et de certification en partant du 
principe que le niveau de sCcuritC assurC dans les diffkrents Ctats membres est equivalent. Les normes europden- 
nes adoptees a la majorit6 pondCree doivent &tre integrees dans les collections nationales des   tats membres et 
toute norme existante divergente doit Ctre supprimee ; 

- International standard organisation (ISO). CreCe en 1926, son but est de faciliter entre les pays les Cchanges de 
produits et les prestations de service. L'AFNOR est le membre fran~ais de I'ISO. 

I1 existe cinq comites techniques en agroalimentaire. 
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4.2.2. Processus de normalisation des mCthodes d'analyse 

4.2.2.1. ~tudes priliminaires et choix du principe des mithodes 
I1 s'agit de comparer les diffkrentes mtthodes existantes et de dCboucher sur un seul projet de mCthode, ou deux si le 
choix n'a pu Ctre dCterminC. 

4.2.2.2. Expdrimentation et mise au point technique des mdthodes 
Des essais interlaboratoires sont effectuCs. Pour ceux-ci, il existe un guide NF IS0 5725 : les laboratoires rCalisant ces 
essais doivent suivre le plus strictement possible les protocoles opCratoires test& afin d'Cviter toute variabilitC des 
parambtres. 

4.2.2.3. Mise au point rddactionnelle des mdthodes 
La methode la mieux adaptCe aux conditions de contr8le ayant etC choisie, ses critbres ayant CtC fixis et contr61Cs, la 
redaction est realisCe. La rkdaction des diffe'rentes mCthodes est unitaire : m&me plan, mCmes rubriques. 

4.2.3. MCthodes d'analyse normaliskes 

4.2.3.1. Prdsentation des mdthodes normalisdes 
La normalisation d'une me'thode implique la description dCtaillCe de toutes les Ctapes et garantit la validit6 des rksultats 
obtenus, pour peu que la mCthode ait CtC pratiquCe dans les bonnes conditions. Comme nous l'avons vu, certaines 
mithodes normalisCes peuvent Ctre rendues officielles par publication d'un arrCtC au Journal oficiel. 
Conques et publikes en France par I'AFNOR, elles sont dCcrites dans le tome 1 et le tome 2 de la dernibre Cdition des 
Mkthodes normaliskes pour 1 'analyse microbiologique des produits alimentaires (1996). 
11 existe deux types de mkthodes normalisCes : 

- des directives gCnerales ou des mCthodes de routine utilisables pour tous les produits alimentaires, ce sont les 
mCthodes horizontales (voir annexe 2) ; 

- des methodes spCcifiques 2 un produit, ce sont les mCthodes sectorielles. 

Mtthodes horizontales 
Les directives gCnCrales, mCthodes horizontales de reference, prkcisent les modalites de rCalisation des operations 
communes i tous les produits. 
Parrni les directives generales, il existe des normes fixant les rbgles de l'Cchantillonnage, les techniques de prtlbve- 
ments, les rbgles de realisation des dilutions. La norme NF IS0 72 18 (mai 1996) prCsente les R2gles gknkralespour les 
e.xu/nens microbiologiques (indice de classement : V 08-002). 
Cette norme inventorie toutes les Ctapes du protocole operatoire de chaque type d'analyse en partant de la suspension 
m6re. Elle pricise egalement le mode d'exploitation des rksultats pour chaque type de methodologie dCcrite ensuite 
(NPP en milieu liquide, colonies en milieu solide). 
Ce mode d'exploitation est repris dans les formules de calcul qui sont prCsentCes dans les manipulations. 

D'autres directives gCnCrales dkcrivent tres prCcisCment les diffirentes Ctapes de la mkthode d'analyse pour la recher- 
che ou le dknombrement d'une microflore. La norme NF IS0 725 1 (septembre 1994) : Directives gknkrales pour le 
dknombrement d'Escherichia coli prksumb presente la mtthode a suivre pour le dknombrement des E. coli prCsumCs 
par la technique du nombre le plus probable. 
Certaines mCthodes horizontales de reference ont ett  simplifiies en mkthodes de routine. Ainsi, la norme V 08-019 : 
(( DCnombrement des C. perjfringens par comptage des colonies >> a kt6 simplifiie par la mCthode de routine V 08-056 
d'avril 1994 (annexe 2). 

Mtthodes sectorielles 
Elles concernent spkcifiquement un produit. 
L'indice de classement commence alors par un nombre correspondant au produit considCrC : NF V 59-101 octobre 1982 : 
Gklatine alimentaire - Dknornbrement des microorganismes - Mkthode par comptage des colonies obtenues a 30 "C. 
Les mCthodes normalisCes par I'AFNOR sont prCsentCes par leur nom et prCcCdCes par les deux lettre NF. Lorsque le 
numCro attribuC correspond a celui attribuk par la norme internationale ISO, la norme s'appelle NF IS0 (exemple : NF 
IS0 721 8 de mai 1996). 
Les mCthodes horizontales de reference ou de routine se substituent aux mCthodes sectorielles lorsque celles-ci n'exis- 
tent pas ou ne sont pas utilisables dans certains cas particuliers. 



4.2.3.2. Application des mCthodes normalisCes 
Les mtthodes normalisCes sont utilistes pour l'ensemble des cattgories de denre'es alimentaires. 
Les produits alimentaires analyser sont classts difftremment selon que I'on s'inttresse : 

- aux analyses effectutes sur ces produits ; 
- aux critkres microbiologiques officiels. 

Ces deux classifications se recoupent, mais les produits susceptibles d'&tre analysis ne sont pas tous repris dans les 
critkres officiels. 
Pour les mtthodes normalistes, les produits sont classCs de la faqon suivante : 

- 1 : aliments des animaux ; 
- 2 : ctrkales et legumineuses ; 
- 3 : conserves ; 
- 4 : tpices et aromates ; 
- 5 : gtlatines alimentaires ; 
- 6 : lait et produits laitiers ; 
- 7 : margarines ; 
- 8 : produits de la p&che ; 
- 9 : produits dtshydratts ; 
- 10 : viandes et produits a base de viande. 

Les tableaux de I'annexe 2 indiquent la ou les rtftrence(s) des mCthodes normalistes pour chaque denree alimen- 
taire et pour chaque microflore CtudiCe. 

d s & s ? ~  

4.3. MCthodes alternatives - Validation AFNOR 

4.3.1. MCthodes alternatives 
Ce sont des mtthodes alternatives aux mCthodes officielles ou normalistes. Ces mtthodes se caracttrisent par leur 
facilitC d'usage et leur rapiditt nettement suptrieures aux mtthodes officielles ou normalides, souvent longues et 
lourdes ?i mettre en ceuvre. 
Elles peuvent ou non &tre validees par I'AFNOR. 
Celles valide'es par I'AFNOR peuvent &tre utilisCes pour tous types de contr6le et par tous les laboratoires alors que 
celles non validtes concement : 

- les laboratoires de contr6le d'entreprise, pour les autocontr6les ; 
- les laboratoires privts realisant des contr6les pour les entreprises ; 
- les laboratoires publics pour des contr6les non officiels. 

Grsce 2i l'apparition de ces me'thodes, le laboratoire aide l'entreprise B maftriser la qualitt rnicrobiologique des produits 
pendant la fabrication. 
Les contr6les portent sur les points critiques determines selon une dtmarche HACCP. 
La mtthode d'analyse choisie doit pennettre, aprks interprttation, de dttecter des non-conformitts et de rtagir sur la 
production en amont. Le temps compris entre le prklevement et l'action corrective doit &tre le plus court possible. 
I1 s'agit de contrales h caractkre prtventif et l'analyse microbiologique n'est donc plus limitte A un contr6le a poste- 
riori d'un nombre d'individus statistiquement reprtsentatif d'un lot et devant satisfaire aux critkres. Le contr6le du 
produit fini devient alors un sondage permettant de valider l'ensemble de la fabrication. 

Les mtthodes d'analyse rapides sont simples 2 extcuter (automatisation) et permettent de traiter simultantment un 
grand nombre d'e'chantillons. 
Leur coQt est eleve' mais elles participent h la rentabilite de l'entreprise car elles assurent : 

- le contr6le de la qualite' des matikres prernikres ; 
- le contr6le en temps rtel de la production ; 
- la libtration rapide des produits finis, diminuant ainsi les coiits de stockage. 

On peut differencier : 
- les mtthodes rapides qui ntcessitent une culture mais dont le de'lai de lecture a t t t  considtrablement rCduit par 

rapport B celui des mCthodes traditionnelles (impedancemetrie, detection immuno-enzymatique, detection par 
sonde nuclkique.. .) ; 

- les mtthodes ultra-rapides qui permettent une dttection directe, sans incubation, dans des dtlais allant de quel- 
ques minutes B quelques heures (ATPmetrie, DEFT (Direct EpiJluorescent Filter Technic), cytomttrie en flux.. .). 



5. &apes du contrdk d'un produit alimentaire 

4.3.2. Validation AFNOR 
De tres nombreuses mCthodes sont apparues et il est devenu nkcessaire de montrer leur niveau de qualitt par rapport 
aux mtthodes de rtftrence. 
Une proctdure de validation reconnue par les pouvoirs publics (DGCCRF et SDHA) offre aux fabricants de mkthodes 
nouvelles la possibilitC d'obtenir une attestation de validation. 
Celle-ci garantit aux utilisateurs que << les rksultats d'essais obtenus par application de mkthodes rapides commerciales 
spdcifiques sont comparables i ceux qui auraient CtC obtenus par application des mCthodes de rtftrence ,, (texte AFNOR). 
L'intCrEt de cette dtmarche est important pour les laboratoires des entreprises certifites IS0  9002 et pour les laboratoi- 
res accraitb devant utiliser des mCthodes reconnues. Les techniques validtes par 1'AFNOR sont autoriskes pour tous 
les types de contr6les. 

L'obtention de la validation dtpend des rksultats de deux Ctudes : 
- une Ctude prtliminaire rtalisCe par un laboratoire expert, consistant i comparer les rtsultats (fidtlitt et justesse) 

de la mtthode de rCfCrence i ceux de la mtthode rapide i valider. Elle doit permettre l'estimation de la sptcificitt, 
de la sensibilitt et de la line'aritt pour les techniques quantitatives. Elle permet Cgalement de vCrifier la rapidit6 et 
la simplicitt de l'analyse annoncCes par le fabricant ; 

- une ktude collaborative consistant en une strie d'essais effectuCs par au moins huit laboratoires n'utilisant que la 
mtthode rapide. Elle doit permettre de mesurer la reproductibilitt en comparant les rtsultats des essais rialists 
dans plusieurs laboratoires, et la rtpttabilitk en comparant les rtsultats des essais effectuts dans un m&me labo- 
ratoire. 

Les rksultats des deux Ctudes fondent l'acceptation de validation prise par I'AFNOR qui dtlivre au fabricant, devant 
justifier par ailleurs d'un systkme qualitk satisfaisant i la norme IS0  9002, une attestation de validation. 

Cette attestation de validation prtcise, pour chaque mCthode : 
- le principe de la me'thode ; 
- le domaine d'application ; 
- les restrictions Cventuelles d'emploi ; 
- la mCthode de rCfCrence ; 
- la justesse ; 
- la fidtlitt. 

Elle constitue un atout commercial non nCgligeable pour la promotion de la mkthode. 

La vkrification du maintien en conformitt des mCthodes validCes est rkalide par : 
- un audit tous les deux ans ; 
- une Ctude bibliographique et collaborative quatre ans aprbs la date de validation. 

En cas de risultats non satisfaisants, l'attestation n'est pas renouvelCe. 

Actuellement, les mtthodes microbiologiques qui ont obtenu la validation sont surtout des mCthodes de recherche de 
rnicroorganismes pathogenes (test de dttection des Salmonella, des Listeria) ou de dknombrement de germes indica- 
teurs (coliformes totaux et thermotoltrants, E. coli par PCtrifilm"). 

contrble d'un produit alimentaire 

Le produit analyst est le produit fini d'un lot de fabrication dont on veut valider la qualitk microbiologique. I1 s'agit 
donc de pre'senter l'ensemble de la dtmarche de ce contrale, depuis I'tchantillonnage dans l'entreprise jusqu'i I'ana- 
lyse microbiologique de I'tchantillon. 

5.1.  Principales Ctapes de l'analyse du produit fini 
Quel que soit le laboratoire qui effectue l'analyse microbiologique, celle-ci comporte un certain nombre d'ttapes 
communes li toutes les analyses. 
Un premier prtlevement, rtalisk dans l'entreprise, est destinC au laboratoire : c'est l'kchantillonnage qui consiste i 
prtlever sur le lot de fabrication un nombre reprksentatif d'individus pour les analyser (tchantillon pour laboratoire : 
boites de conserve, fromage entiers.. .) (voir 5.2). 



I 5. &apes du contdle A n  produit alimentaire 

4.3.2. Validation AFNOR 
De trbs nombreuses mCthodes sont apparues et il est devenu nkcessaire de montrer leur niveau de qualit6 par rapport 
aux mCthodes de reference. 
Une procedure de validation reconnue par les pouvoirs publics (DGCCRF et SDHA) offre aux fabricants de mCthodes 
nouvelles la possibilitt d'obtenir une attestation de validation. 
Celle-ci garantit aux utilisateurs que << les rdsultats d'essais obtenus par application de methodes rapides cornmerciales 
slkcifiques sont comparables ii ceux qui auraient CtC obtenus par application des methodes de reference >> (texte AFNOR). 
L'inttrzt de cette demarche est important pour les laboratoires des entreprises certifites IS0 9002 et pour les laboratoi- 
res accrtditts devant utiliser des rndthodes reconnues. Les techniques validCes par I'AFNOR sont autorisdes pour tous 
les types de contrbles. 

L'obtention de la validation depend des resultats de deux etudes : 
- une etude preliminaire rtaliste par un laboratoire expert, consistant 2 cornparer les resultats (fiddlitd et justesse) , 

de la mCthode de rtference a ceux de la methode rapide ii valider. Elle doit perrnettre l'estirnation de la sptcificite, 
de la sensibilitt et de la lintaritt pour les techniques quantitatives. Elle permet Cgalement de vtrifier la rapidit6 et 
la simplicitt de l'analyse annoncees par le fabricant ; 

- une etude collaborative consistant en une strie d'essais effectues par au moins huit laboratoires n'utilisant que la 
mtthode rapide. Elle doit permettre de mesurer la reproductibilitt en comparant les resultats des essais rtalists 
dans plusieurs laboratoires, et la rtpttabilitt en comparant les resultats des essais effectuks dans un m&me labo- 
ratoire. 

Les rtsultats des deux ttudes fondent l'acceptation de validation prise par I'AFNOR qui dtlivre au fabricant, devant 
justifier par ailleurs d'un systkme qualit6 satisfaisant a la norme IS0 9002, une attestation de validation. 

Cette attestation de validation precise, pour chaque methode : 
- le principe de la methode ; 
- le domaine d'application ; 
- les restrictions eventuelles d'emploi ; 
- la mtthode de rtfe'rence ; 
- la justesse ; 
- la fidtlite. 

Elle constitue un atout commercial non negligeable pour la promotion de la mtthode. 

La verification du maintien en conformitt des methodes validtes est rtalisCe par : 
- un audit tous les deux ans ; 
- une etude bibliographique et collaborative quatre ans aprb la date de validation. 

En cas de resultats non satisfaisants, l'attestation n'est pas renouvelee. 

Actuellement, les mtthodes microbiologiques qui ont obtenu la validation sont surtout des mtthodes de recherche de 
microorganismes pathogknes (test de detection des Salmonella, des Listeria) ou de denombrement de germes indica- 
teurs (coliformes totaux et thermotoltrants, E. coli par Petrifilma). 

5. ~ t a ~ e s  du contrtile d'un produit alimentaire 

Le produit analyst est le produit fini d'un lot de fabrication dont on veut valider la qualit6 microbiologique. I1 s'agit 
donc de presenter I'ensemble de la demarche de ce contrble, depuis 1'Cchantillonnage dans l'entreprise jusqu'ii l'ana- 
lyse microbiologique de l'echantillon. 

5.1. Principales Ctapes de l'analyse du produit fini 
Quel que soit le laboratoire qui effectue l'analyse microbiologique, celle-ci comporte un certain nombre d'ttapes 
communes ii toutes les analyses. 
Un premier prklbvement, realist dans l'entreprise, est destint au laboratoire : c'est l'echantillonnage qui consiste ii 
prelever sur le lot de fabrication un nombre reprtsentatif d'individus pour les analyser (Cchantillon pour laboratoire : 
boftes de conserve, fromage entiers.. .) (voir 5.2). 



Chapitm II - Contrôks mimbiologiques dans la &marche qualité I 
Cet échantillon est ensuite analysé au laboratoire : sur chaque individu de I'échantillon est pratiquée l'analyse 
microbiologique proprement dite. 
Une partie de l'aliment doit alors être prélevée : c'est le prélèvement de I'échantillon pour essai. Il doit être réalisé en 
conditions aseptiques afin de ne pas entraîner une contamination de I'échantillon par des microorganismes exogènes. 
Le mode de prélèvement dépend de la nature du produit. Lorsque cela est possible, ce prélèvement est précédé d'une 
homogénéisation du produit. À partir de ce prélèvement stérile, un certain nombre d'opérations vont permettre la 
préparation du produit en vue de l'analyse proprement dite : c'est le traitement de I'échantillon. 
La suspension mère obtenue correspond à une dilution du produit. Les analyses sont effectuées sur la suspension mère 
ou sur ses dilutions (voir chapitre 110. 
Elles peuvent consister en : 

- des dénombrements : évaluation quantitative des populations contaminantes (voir chapitre IV) ; 
- des recherches : mise en évidence d'un microorganisme dans une quantité de produit déterminée. Le plus sou- 

vent, c'est une bactérie responsable d'intoxication alimentaire qui est recherchée et identifiée (voir chapitre V). 
L'ensemble de la démarche est présenté dans lafigure 2. 
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Fig. 2 - Contrôle microbiologique d'un produit fini 



5. Étapes du contrôle d'un produit alimentaire 

5.2. Échantillonnage pour laboratoire 

5.2.1. Principes généraux de l'échantillonnage 
L'échantillonnage a pour but d'estimer les caractéristiques d'un lot de produits en effectuant des analyses sur une partie 
seulement du lot. 
Il est en pratique impossible d'examiner tous les individus d'un lot (trop long, trop coûteux et impossible dans le cas 
particulier d'un contrôle conduisant à la destruction des individus). 
L'échantillon, somme des objets ou des matières prélevés parmi l'ensemble possible appelé population, permettra 
l'estimation de la qualité du lot. 
Chacun des objets de l'échantillon est appelé prélèvement élémentaire. 
L'échantillonnage est donc l'opération de choix des prélèvements qui vont constituer l'échantillon. 
Le nombre des prélèvements élémentaires est appelé effectif de l'échantillon et le rapport de l'effectif de l'échantillon (n) 
h l'effectif de la population (N) est appelé taux d'échantillonnage. 

Le lot doit être homogène (usine X, chaîne de fabrication, type de fabrication, jour de fabrication.. .). 
Il faut définir le prélèvement élémentaire à contrôler : 

- objet individuel (le paquet, la boîte de conserve.. .) ; 
- groupe d'objets (le pack de 6 yaourts) ; 
- quantité (volume ou poids) dans le cas de produits en vrac, solides ou liquides. 

L'échantillon doit être représentatif de la population (lot) dans laquelle il a été prélevé, ce qui suppose deux conditions : 
- prélèvement des individus au hasard, c'est-à-dire que chaque individu d'un lot a la même probabilité d'être 

prélevé que n'importe quel autre ; 
- prélèvement des individus indépendants, c'est-à-dire que le tirage des premiers individus ne doit pas influer sur 

les tirages suivants. Cette condition sera satisfaite si le taux d'échantillonnage est inférieur à 10 O/o (n/N < 10 %). 
L'échantillonnage est une opération qui comporte nécessairement une erreur irréductible, inhérente au choix aléatoire, 
mais mathématiquement connue et maîtrisée par les lois de probabilité. 
Tous les efforts doivent être faits pour que des erreurs supplémentaires d'origine humaine, technique, instrumentale ou 
environnementale ne viennent pas s'ajouter à l'erreur statistique et suppriment la représentativité de l'échantillon. 
Dans le cas d'une estimation de la qualité d'un lot, si les échantillons sont prélevés correctement, on pourra donner un 
« intervalle de confiance » au critère choisi, intervalle au sein duquel on a de très fortes chances de trouver la vraie 
valeur du paramètre étudié. 

Dans le cas d'un contrôle de fabrication du lot, A ;% 
la taille n de l'échantillon mais aussi la fré- 
quence des prélèvements devront être fixées. 
Dans le cas d'un contrôle au stade de la vente a = risque fournisseur 

du lot, il faudra déterminer la taille de 
l'échantillon, et le nombre limite c d'indivi- 
dus défectueux en fonction du « risque four- 
nisseur », ou risque a ,  et de la « protection 
client » désirée, .c'est-à-dire le « risque 
client », ou risque p. 
Le fournisseur désire se protéger contre le ris- ..................-.-*.......- 
que de se voir refuser trop souvent des lots p = risque client 

ayant un niveau de qualité acceptable (NQA), T 

P, % P, % 
+ 

l'acheteur contre le risque d'accepter trop sou- niveau de qualité du lot 

vent des lots contenant une proportion d'indi- rp = risque P NQA NQL 

vidus défectueux dépassant le niveau de qua- 
lité limite (NQL). Fig. 3 - Courbe d'efficacité : information globale de la qualité d'un lot 

11 a été établi des courbes d'efficacité (fig. 3) 
qui indiquent, en fonction du pourcentage d'individus défectueux dans les lots et pour divers plans d'échantillonnage, 
la probabilité d'acceptation du lot. 
La protection client est d'autant plus grande que la courbe d'efficacité est accentuée. 
L'un et l'autre risques ne sont jamais complètement éliminés et le plan d'échantillonnage est un compromis entre ces 
deux risques. Le fournisseur et le client doivent se mettre d'accord sur les couples (a-NQA) et (B-NQL). 



n = 5  Par exemple. dans le cas d'un plan d'échan- - - - c = 3  tillonnage simple avec n = 5 ,  on peut tracer - - - c = 2  les courbes d'efficacité f j f i .  4) correspondant 
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f Pourcentage d'individus d fectueux 

Fig. 4 - Courbes d'eficacité : probabilite d'acceptation d'iin lot 

Pour le critère d'acceptation le plus draconien, c'est à dire c = O .  on voit que pour un lot contenant 20 % d'individus 
défectueux, la probabilité d'acceptation du lot n'est que de 0.3, ce qui traduit un risque fournisseur important. 
Au eontraire, pour le critère d'acceptation le plus large, soit c = 3 pour le même lot (20 % d'individus défectueux), la 
probabilité d'acceptation du lot est proche de 1. 
Dans ce dernier cas, le risque client est par contre très élevé (la probabilité d'acceptation d'un lot contenant 60 '7n 
d'individus défectueux est de 0.6. alors qu'elle etait inférieure à 0.1 dans le cas précédent). 

Dans le cas des contrôles microbiologiquca officiels. le plan d'échantillonnage est un plan simple avec n = 5 e t c  = 2. 
permettant de définir trois classes de  contamination. 

5.2.2. Échantillonnage en vue de l'analyse microbiologique 
Le caractere aléatoire de la contamination microbienne rend difileile le conuôle des différents critères de la qualit6 
hygiénique et marchande de l'aliment. La biocontamination peut toucher seulement quelques individus de 1s popula- 
tion et sa nature peut varier suivant les individus. 
Le choix de l'unité d'échantillonnage, l'effectif et la fréquence des prélèvements dépendent de  nombreux facteurs : 
- la nature du produit : 

- le lot peut être homogénéisé (cas de  fluides alimentaires même complexes comme le lait) :dans ce cas, un seul 
prélèvement minimal est représentatif de I 'ensmble du produit ; 

- le lot est hétérogène : il faut considérer le nombre d'individus échantillonnables ; 
- les modalités de produciion, en continu ou en discontinu ; 
- le but de l'analyse nécessitant l'échantillonnage : 

- le contrôle systématique des produits finis dont la qualité hygiénique est réglementée, 
- le contrôle en cours de fabrication, où il est alors nécessaire de détecter les microorganismes spécifiques d'un 

risque particulier en fonction du produit et des conditions de sa fabrication ; 
- la valeur des critères à respecter et les tolérances admises. 
Lajigure 5 schématise les étapes de I'échantillonage. 

5.2.2.1. Échantillon pour laboratoire 
La taille de l'échantillon pour laboratoire d'un produit de même nature doit être égale, d'aprks l'annexe I de l'arrêté du 
21 décembre 1979 : 

- pour des portions unitaires de viande et des denrées animales ou d'origine animale : si possible, au moins à cinq 
unités : 

- pour des conserves à base de denrées animales ou d'origine animale : cinq unités ; 
- pour des coquillages : un nombre sufisant pour obtenir au laboratoire au nioins 5 fois 25 grammes de chair et de 

liquide intervalvaire. 

Le laboratoire doit disposer, pour conduire les analyses complètes, d'environ 500 grammes de produits, soit 5 fois 100 
gramnies. Ces 100 grammes peuvent être fournis par une ou plusieurs pièces. 



5. &tapes du con tri& d Ln produit alimentaire 
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Eig. 5 - Échantillonnage en vue de l'analyse microbiologique 

5 -2.2.2. Échantillon pour essai 
La prise d'essai destinée à la préparalion de la suspension mère et des dilutions décimales porte : 

- sur les parties superficielles et profondes, nntarnmtnt pour les produits cn tranches, hachks, divisés, pour les plats 
cuisinés à l'avance.. . : 

- sur la partie priA'imde du produit pour les viandes (pièces), les produits de charcuterie (pieces) et les poissons 
entiers, après cautkrisaiinn de la surface ; 

- sur le produit homogénéisé (lait) ou sur les parties superficielles s i  profondes pour les produits laitiers et selon la 
nature des prriduits. 

Dans le cas d'exaniens microbiologiques mis en œuvre à la suite de toxi-infections alimentaires, il est liecessaire de 
pratiquer la rechrrchc des gennes pathogènes, toxicogènes chu de leurs toxines. uusbi bien e n  surface qu'en profondeur. 
Pour Ics techniquel, de prélkvement, il convient de se référer au paragraphe 5.3. 



Chapitre 11- Contrôles microbiologiques dans L2 &arche qualit4 

5.2.3. Interprétation des résultats : plan à trois classes - plan à deux classes 
Les critères microbiologiques se rapportent à des phénomènes biologiques et traduisent notamment l'activité métaboli- 
que des microorganismes. C'est dire la difficulté de les transcrire en valeurs numériques. Le critère microbiologique m 
fixe la valeur qui correspond au niveau supérieur de contamination microbienne qu'il est habituel d'attendre de pro- 
duits fabriqués, transportés et distribués selon les bonnes pratiques professionnelles en matière d'hygiène. 
Tous les résultats égaux ou inférieurs sont considérés comme satisfaisants et les individus comme conformes. 
Les résultats des analyses bactériologiques n'ont pas la même précision que ceux des analyses chimiques et physiques. 
Il est apparu utile de tenir compte de deux notions différentes : 

- une variabilité statistique (risque client, risque fournisseur) ; 
- une variabilité analytique (reproductibilité relative des analyses). 

Cette variabilité analytique est estimée à 112 log de part et d'autre du résultat N, c'est-à-dire comprise entre 10 ( ' 0 g N ) 0 . 5  

et 10 (log N, pour les milieux solides. 
Pour un critère m, la tolérance d'origine analytique est donc de 3 m : car log m I log m + 0,5, soit log m I log m + log 3, 
soit encore log m I log 3m, donc m 1 3 m. 
Pour les milieux liquides, la variabilité analytique est de 1 log autour du résultat N, c'est-à-dire comprise entre 10 ('O"- ') 

et 10 (logN)+ I .  La tolérance analytique pour un critère m est donc de 10 m car log m I log m + 1, soit log m I log m + log 10, 
soit encore log m I log 10 m, donc m I 10 m. 
Ceci est valable quelle que soit la nature des milieux de culture utilisés. 

5.2.3.1. Plan à trois classes 
L'utilisation du plan dit à trois classes. qui permet de nuancer l'interprétation des résultats de l'analyse bactériologique, 
impose la réalisation de prélèvements en nombre suffisant ; le nombre minimal d'unités d'échantillons n (ou prélèvements 
élémentaires) pour le laboratoire a été fixé à 5 pour un même produit. Il caractérise avec son autre paramètre c = 2 (nombre 
maximal d'unités de l'échantillon défectueuses) un plan d'échantillonnage d'efficacité minimale. 

Soit : 
- m : critère fixé par arrêté (du 21 décembre 1979 relatif aux denrées animales ou d'origine animale) ; 
- n : nombre d'unités composant l'échantillon ; 
- c : nombre d'unités défectueuses de l'échantillon donnant des valeurs supérieures à 3 m lors d'un dénombrement en 

milieu solide, ou 10 m lors d'un dénombrement en milieu liquide ; 
- M : seuil limite d'acceptabilité, au-delà duquel les résultats ne sont plus considérés comme satisfaisants, sans que 

pour autant le produit soit considéré comme toxique. Les valeurs de M sont fixées en tenant compte de la variabilité 
analytique et statistique à : 
- M = 10 m lors du dénombrement effectué en milieu solide ; 
- M = 30 m lors du dénombrement effectué en milieu liquide. 

On peut définir trois classes de contamination permettant d'évaluer la qualité d'un lot. 

La qualit6 d u  lot est considérée comme satisfaisante 
- lorsque les valeurs observées pour les 5 unités de l'échantillon sont : 
- I 3 m en milieu solide, 
- I 10 m en milieu liquide. 

La qualité d u  lot est considérée comme acceptable 
- lorsque les valeurs observées pour 2 unités de l'échantillon (cln I 215) sont comprises : 

- entre 3 m et 10 m (= M) en milieu solide, 
- entre 10 m et 30 m (= M) en milieu liquide ; 

- et lorsque les valeurs observées pour les 3 autres unités de l'échantillon sont : 
- 1 3 m en milieu solide ; 
- I 10 m en milieu liquide. 

La qualité du  lot est considérée comme non satisfaisante 
- lorsque les valeurs observées pour 3 unités d'échantillons (cln > 215) sont comprises : 

- entre 3 m et 10 m (= M) en milieu solide ; 
- entre 10 m et 30 m (= M) en milieu liquide ; 

- dans tous les cas où 1 unité d'échantillon présente une valeur supérieure à M. 

Le produit doit être considéré comme toxique ou corrompu 
- lorsque la contamination atteint la valeur microbienne limite S, qui est fixée dans le cas général à IO3 m. 
Pour Staphylococcus aureus, cette valeur S ne doit jamais excéder 5. IO4. 



5. $tapes du contrôle d'un produit alimentaire 

5.2.3.2. Plan à deux classes 
Ce plan est ainsi désigné car les résultats interprétés permettent de déterminer seulement deux classes de contamination. 
Ce type de plan n'accepte aucune tolérance, même de type analytique. 
Le résultat est alors analysé de la manière suivante : 

- « absence dans » : le résultat est considéré comme satisfaisant ; 
- « présence dans » : le résultat est considéré comme non satisfaisant ; le produit est déclaré impropre à la consom- 

mation. 

REMARQUE 
- Dans le cas des carcasses ou coupes de demi-gros, réfrigérées ou congelées ainsi que des 

pièces de viande de boucherie conditionnées sous vide ou non, réfrigérées ou congelées, le 
plan à deux classes est appliqué avec seulement acceptation des tolérances de caractère ana- 
lytique pour le critère concernant les microorganismes aérobies à 30 OC. 

- Dans le cas des cuisses de grenouilles, escargots décoquillks, surgelés ou congelés, le plan à 
deux classes est également appliqué, avec seulement acceptation des tolérances d'origine 
analytique pour le critère concernant Clostridiumperfingens. 

Le plan à deux classes est applicable en particulier aux contaminations par Salmonella. 

L'ensemble de ces données est repris dans laJigure 6. 

PLAN À TROIS 
CLASSES 

Tolérance d'origine analytique 
1 - - - - - - - - - - - - ,  
1  1  
I 

M = 1 0 m  S = l d m  en milieu solide 
m 3 m  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

10 m M = 3 0 m  S = 10' m en milieu liquide 

ACCEPTABLE si 
c/n I 215 

SATISFAISANT 1 NON SATISFAISANT l NON SATISFAISANT NON SATISFAISANT 
si Produit toxique 

PLAN À DEUX 
CLASSES 

(CAS GÉNÉRALJ 

. . 

c/n > 215 ou corrompu 

PLAN À DEUX 
CLASSES 

(CAS PARTICIILTER> 

ABSENCE 

Ce tableau s'applique à quelqiies cas de produits camés. 

3 m  milieu solide ", . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
10 m milieu liquide 

1 

PRÉSENCE 

Fig. 6 - Interprétation des résultats de l'analyse microbiologique 

SATISFAISANT NON SATISFAISANT 



Chapitre II- Contrôles rnicrobiohgiques dans la àémurche qwlitd 

5.3. Prélèvement de l'échantillon pour analyses 
Les laboratoires chargés d'effectuer des contrôles sur les produits alimentaires sont tenus de respecter des consignes 
précises concernant le prélèvement des échantillons. 
La réalisation des prélèvements d'échantillons d'une population donnée est décrite soit dans les normes spécifiques 
relatives à chaque aliment, et, dans ce cas, la technique de prélèvement est simple (exemple : algues alimentaires), soit 
dans des normes générales concernant les techniques de prélèvement adaptées à une catégorie de produits (exemple : 
viande, conserves, lait.. .). 
Les normes précisent le matériel nécessaire au prélèvement, le stockage et le transport dudit prélèvement, son étiquetage. 

5.3.1. Méthodes de prélèvement des produits à base de lait 
Ces méthodes se réfèrent à la norme AFNOR NF V 04 150. 

5.3.1.1. Lait entier, partiellement ou totalement écrémé, aromatisé, fermenté, et 
crème 

Le prélèvement peut aussi bien être réalisé sur une citerne de stockage de  laits, sur un bidon de collecte, ou sur un 
récipient destiné au commerce de détail. Dans ce dernier cas, c'est le plus souvent le contenu des récipients entiers non 
ouverts qui constitue l'échantillon. La méthode est la suivante : 

- bien mélanger les liquides en vrac, au moyen du plongeur ou de l'agitateur (instruments destinés à I'homogénéi- 
sation.. .), par agitation mécanique, ou à l'aide d'air comprimé propre, c'est-à-dire filtré. 
La taille des plongeurs est évidemment dépendante de la dimension des récipients contenant les laits en vrac Dg. 7 
et$g. 8). 

Dimensions en millimètre Dimensions en millim tre 

Fig. 7 - Plongeur recommandk pour les bidons et les seaux 

-4 
Fig. 8 - Plongeur approprié pour les camions-citernes, 

les réservoirs installés la ferme 

- prélever l'échantillon à l'aide d'une louche ou d'un extracteur immédiatement après l'homogénéisation ; la di- 
mension de l'échantillon ne doit pas être inférieure à 200 mL ; 

- l'équipement pour prélèvement doit être propre et stérilisé : soit à l'air chaud (170 OC pendant 1 heure), soit à la 
vapeur (121 OC pendant 20 minutes à l'autoclave), soit par immersion dans l'eau bouillante (1 minute) ou dans 
l'éthanol à 70 % v/v ; 

- les récipients destinés à recevoir les prélèvements sont en verre, matière plastique, ou certains métaux. Ils sont 
propres, secs et stériles ; 

- la température de stockage doit être atteinte le plus rapidement possible après le prélèvement, et le délai entre 
prélèvement et analyse doit être le plus bref possible (de préférence inférieur à 24 h) (tableau 1). 

Tableau 1 -Conditions de conservation de l'échantillon et quantité minimale 

Produit 

Lait non stériliqé 

Lait stérilisé, UHT en récipients 
non ouverts 

Glace de consommation et produits 
congelés à base de lait 

Lait sec 

Beurre 

Fromage 

Température de stockage 
avant et durant le transport 

0 à 4  "C 

Température ambiante (25 OC au maximum) 

- 18 "C 

Température ambidrite (25 "C au maximum) 

O à 4 OC à l'obscurité 

O à i l ° C  

Quantité minimale de 
prélèvement élémentaire 

200 mL 

200 mL 

1000u200g 

100 ou 200 g 

1 0 0 g o u 2 5 0 g o u 2  kg 

100 OU 200 g 
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5.3.1.2. Beurre 
La méthode est la suivante : 

Vue de face - prélever à partir du produit en vrac ou à partir d'un emballage con- 
tenant au moins 1 kg de produit, après avoir, si nécessaire, main- 
tenu le produit à une température de 8 OC environ pour qu'il ait 
atteint une fermeté permettant son prélèvement. 
Dans le cas d'un emballage de moins de 1 kg, c'est l'emballage 
dans son entier et non ouvert qui constitue l'échantillon ; 

- enlever, à l'aide d'une spatule stérilisée, la couche de surface de la 
zone d'échantillonnage sur une épaisseur ne dépassant pas 5 mm ; 

l - enfoncer la sonde stérilisée Cfig 9) en diagonale dans le produit, 
sans qu'elle atteigne la surface opposée ; faire pivoter la sonde 
d'un tour complet et la retirer : elle contient le noyau ; 

- verser le noyau dans un récipient stérile pour échantillon. 

: X - x  3 
Y - Y  Q 

Fig. 9 - Sonde à beurre 

5.3.1.3. Fromage à pâte dure, demi dure, ou molle 
La méthode est la suivante : 

- sauf spécification, l'échantillon doit comprendre la surface du fromage ; 
- les échantillons sont prélevés soit à l'aide d'une sonde stérilisée, soit en coupant 

une portion à l'aide d'un scalpel ou d'un fil à couper stérilisé, ou bien directe- 
ment en prenant le fromage entier non ouvert dans son emballage ; 

- si l'échantillon est prélevé à l'aide d'une sonde : enfoncer une première sonde 
jusqu'à 25 mm de profondeur et retirer un noyau, puis enfoncer dans le canal 
réalisé une seconde sonde de diamètre inférieur, la faire pivoter et retirer le noyau 
(fis. 10) ; 

- transférer ce noyau dans le récipient prévu pour l'échantillon, et recommencer 
Fig. 10 - Échantillonnage jusqu'à obtention de la quantité. 
de fromages à l'aide d'une 
sonde (cas d'un fromage 

cylindrique) 

- L'échantillon peut être réalisé par prélèvement d'un morceau (fig. 11). 

Fig. 11 - Échantillonnage 
b de fromages par 

prdlhvement d'une portion 
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5. Étapes du contrôle d'un produit alimentaire 

5.3.2.2. Prélèvement d'un échantillon congelé ou surgelé 
Prélèvement sans décongélation 

Les pièces de volume important sont perforées en un certain nombre de points à la perceuse électrique. Les copeaux 
obtenus sont recueillis à l'aide d'une spatule et placés dans le récipient pour prélèvement. Si $eu1 le prélèvement en 
profondeur est demandé, un lambeau superficiel de 3 mm d'épaisseur est dégagé au ciseau à bois sur une surface d'envi- 
ron 30 cm2 ; la surface dégagée est cauténsée et le prélèvement en profondeur s'effectue comme précisé ci-dessus. 
Si en revanche, seul le prélèvement superficiel est demandé, une surface est délimitée, elle n'est pas cauténsée, et, au 
moyen du ciseau à bois, un lambeau superficiel de 3 mm d'épaisseur est dégagé (fig. 13). 

A Cas d'un pain non homogène 
(morceaux comprimÉs agglome'rés, congelés ou surgelés - masse : 25 kg à 30 kg) 4 

i 
Points de perfor;iiion prélèvement global 4 

B Cas d'une pièce homogène 
Points et limites des perforation pour un prélèvement en profondeur 

Dimensions en millimètres 

Fig. 13 - Modalités de prélèvement sur une pièce ou un pain congelé ou surgelé 

Prélèvement après décongélation 
L'échantillon est maintenu dans son conditionnement et est amené àune température de 20 à 25 OC pour que le cœur de 
l'échantillon atteigne une température de - 1 OC. Cette élévation de température doit se réaliser en moins de 2 à 3 h. 
Dans le cas de carcasses de volailles, la décongélation se fait en chambre froide et dure 15 à 16 h. 
Les prélèvements se font ensuite selon les techniques décrites pour un produit réfrigéré. 

5.3.2.3. Homogénéisation 
Elle est réalisée pour constituer un échantillon homogène et est indispensable pour tout prélèvement de masse supé- 
rieure ou égale à 50 g. 
Le prélèvement est haché (tête de hachoir stérile) après un éventuel prédécoupage ; le hachis est recueilli dans un sac en 
plastique, qui est fermé hermétiquement et sur lequel est réalisé le malaxage (Stomacher). 
Pour les prélèvements de masse inférieure à 50 g, le malaxage seul suffit. 



Chapitre II - Contrôks microbiologiques dans la dkmarche qualité 

5.3.3. Méthodes de prélèvement aseptique des conserves 
Ces méthodes sont élaborées selon la norme AFNOR NF V 08 403. 

Les conserves peuvent se présenter sous différents emballages : boîtes métalliques, bocaux en verre, barquettes. sachets.. . 
La conserve est un produit biologiquement stable sur lequel on peut être amené à effectuer des analyses lorsqu'on 
recherche des causes de défauts de fabrication, ou au cours d'enquêtes menées lors de TIAC. 
Les analyses doivent être conduites en aseptie. Malgré cette condition, la proportion de contamination exogène (« faux 
positifs ») est supérieure à 1 O/c du nombre de prélèvements élémentaires, ce qui se trouve être supérieur au % d'indivi- 
dus non conformes (de l'échantillon) considéré comme acceptable (généralement < 1 %). 
Les analyses menées sur les conserves donnent des résultats « tout ou rien » : un résultat positif indique la présence de 
microorganismes, un résultat négatif, l'absence de microorganisme ; tout résultat positif est, de ce fait, entaché de 
suspicion. 
Il est donc indispensable de réduire au maximum les risques de contamination exogène, que ce soit lors du prélèvement 
ou lors des analyses. 
La verrerie utilisée, les outils sont stérilisés ; la stérilisation est contrôlée. Une enceinte à écoulement d'air unidirec- 
tionnel (hotte à flux laminaire) est préconisée. 

5.3.3.1. Examen préalable 
Les caractéristiques (figurant sur l'emballage) de l'individu de l'échantillon sont notées, de même qu'est noté l'aspect 
« normal » ou non de l'individu (selon la norme NF V 08 401). 

5.3.3.2. Nettoyage de l'emballage 1 

Le récipient est brossé avec une solution de détergent dans le cas de boîtes métalliques ou de bocaux. Les sertis et les 
t 

joints sont nettoyés avec attention. Le séchage est effectué à l'aide de papier absorbant. 

5.3.3.3. Désinfection de l'emballage 
L'opération doit avoir lieu sous la hotte à flux laminaire. À l'aide de cotons hydrophiles : désinfecter à l'eau de Javel à 
1,2 O chlorométrique (100 mg/L de chlore) puis, après 10 minutes, recommencer l'opération avec de l'éthanol à 95 O .  

Laisser sécher. 

5.3.3.4. Ouverture de l'emballage 
11 faut dans tous les cas faire attention aux risques de pro- 

+- Poinçon jection. -- Coton stérile Immédiatement avant l'ouverture, passer un coton hydro- 
phile imbibé d'éthanol à 95 " à l'endroit où va se prati- 
quer l'ouverture. 

- S'il s'agit d'une boîte métallique : utiliser le dispo- 
sitif présenté figure 24 ou travailler sous hotte. Le 
matériel ayant été stérilisé au préalable. perforer la 
boîte à l'aide d'un poinçon et d'un marteau à man- 
che métallique et, si nécessaire, agrandir l'ouverture 

4- Boîte à perforer à I'aide d'un ouvre-boîte à découpe circulaire. 
- S'il s'agit d'un bocal à couvercle en verre avec joint 

de caoutchouc : ouvrir « normalement D. 

Fig. 14 - Dispositif pour la perforation des boîtes 
(NF V 04 501) 

5.3.3.5. Prélèvement du contenu 
Le matériel utilisé dépend de la nature liquide ou solide du produit. Si le produit est mixte (liquide et solide), prélever 
dans les deux phases. Placer le prélèvement dans un flacon stérile et conserver à 4 O C  jusqu'à l'analyse. Procéder à une 
homogénéisation si nécessaire. 



5. Étapes du contrôie d'un produit alimentaire 

5.4. Analyse microbiologique de l'échantillon pour essai 

5.4.1. Catégories de microflores 
Les microflores étudiées doivent refléter la qualité sanitaire et la qualité marchande du produit. 

La flore totale mésophile aérobie est un indice du niveau de contamination globale de l'aliment. 
Ainsi, en général, lorsque cette flore est présente à une concentration supérieure à IO5 microorganismes par gramme, il 
y a une forte probabilité de trouver une flore pathogène associée. De même, si cette flore est de l'ordre de 106 à IO7 
microorganismes par gramme, il y a risque de voir apparaître très rapidement des détériorations de l'aliment. Il faudra 
interpréter les résultats de la quantification de la flore totale aérobie mésophile (voir chapitre IV) en tenant compte de 
son évolution, qui dépend du mode de conservation et du mode d'utilisation de l'aliment. 

La recherche et le dénombrement des flores d'altération sont effectués car leur présence est susceptible de modifier la 
qualité marchande du produit sans qu'il y ait obligatoirement danger pour la santé du consommateur. 
Ainsi, si le produit en cours de fabrication doit être conservé par réfrigération. on dénombrera la flore psychrotrope. En 
revanche, si le produit doit subir un traitement thermique avant conservation ou utilisation, on dénombrera la flore 
sporulée thermorésistante (voir chapitre IV). 

Pour évaluer la qualité sanitaire du produit, il sera réalisé une quantification de microflores indicatrices de contamina- 
tion fécale et une recherche de microflores spécifiques responsables de toxi-infection. La présence d'entérobactéries, 
de coliformes ou de coliformes thermotolérants témoigne d'une mauvaise qualité hygiénique du produit fini ou en 
cours de fabrication et peut être l'indice de la présence éventuelle de Salmonella. 
D'autres microorganismes pathogènes tels que Staphylococcus aureus, Clostridiumperfringens ou Listeria monocyto- 
genes sont recherchés car leur présence met également directement en jeu la santé du consommateur (voir chapitre V ) .  

L'étude détaillée des différentes catégories de microflores est présentée dans le chapitre IVpour la flore totale mésophile 
aérobie, pour les flores de contamination fécale et pour les flores d'altération, et dans le chapitre V pour les flores 
pathogènes. 

5.4.2. Choix d'une méthode d'analyse 
Le choix de la méthode d'analyse doit tenir compte de la nature de la microflore recherchée. Pour chaque microflore, il 
existe plusieurs méthodologies possibles. Dans le chapitre III sont présentées les différentes méthodologies de quantifica- 
tion des microorganismes. Par ailleurs, les différentes catégories de microflores sont étudiées dans les chapitres N e t  V .  

Pour choisir une méthode d'analyse en fonction des objectifs fixés, des tableaux sont proposés en annexe : 
- l'ensemble des tableaux présentés en annexe 1 regroupe les critères microbiologiques pour chaque denrée 

alimentaire et pour chaque microflore étudiée ; 
- les tableaux présentés en annexe 2 indiquent la ou les références des méthodes normalisées pour chaque denrée 

alimentaire et pour chaque microflore étudiée ; 
- les tableaux présentés en annexe 3 regroupent des applications pour chaque méthodologie de quantification 

proposée ; 
- les tableaux présentés en annexe 4 rassemblent et précisent les étapes des manipulations décrites dans les cha- 

pitres III, IV et V .  
Les manipulations décrites dans cet ouvrage (chapitres III, IV et V )  sont repérées par une astérisque dans chacun des 
tableaux présentés en annexe. 
L'utilisation des tableaux peut se faire de la façon suivante : 
- illustration d'une méthodologie de quantification (annexes 3 et 4 )  ; 
- recherche ou dénombrement d'une microflore sur un produit (annexes 1 et 2 )  ; 
- analyse linéaire d'un produit (annexes 1 et 2 ) .  



CHAPITRE III 

MÉTHODES DE QUANTIFICATION DES 
POPULATIONS CONTAMINANTES 

Les risques de porter atteinte à la santé des consommateurs et de voir apparaître des altérations de la qualité marchande 
d'un produit ne surviennent qu'à partir d'une concentration critique en microorganismes. Il est donc nécessaire de 
réaliser une évaluation quantitative des microorganismes contaminants. De nombreuses méthodes peuvent être utili- 
sées, leur choix dépend des paramètres suivants : 

- équipement nécessaire ; 
- rapidité et simplicité de mise en œuvre ; 
- délai d'obtention des résultats ; 
- coût de l'analyse. 

1. Dénombrement après culture 

1.1. Méthodologie générale 

Elle suit la norme ISO 7218 du 5 mai 1996, qui remplace la norme AFNOR NF V 08 002 de décembre 1985. 

Il s'agit de mettre en culture sur un milieu approprié l'aliment pour lequel on souhaite réaliser un dénombrement, afin 
que les microorganismes présents dans I'inoculum introduit s'y développent et que leur développement puisse donner 
lieu à une évaluation quantitative. 
Le développement des microorganismes dans un milieu de culture solide donne naissance à des colonies. Une colonie 
peut être issue d'un ou de plusieurs microorganismes formant un amas. Les colonies sont dénombrées et le résultat est 
exprimé en nombre d'UFC (unité formant colonie) par mL de suspension de départ, souvent assimilé cependant au 
nombre de microorganismes par mL. 
Le développement des microorganismes en milieu liquide donne naissance à un trouble du milieu ou à une modifica- 
tion visible des caractéristiques du milieu, souvent le pH ; on conclut alors à la présence d'au moins un microorganisme 
ou à l'absence de microorganisme s'il n'y a ni trouble ni modification visible des caractéristiques du milieu. 

L'évaluation quantitative d'une population nécessite une démarche adaptée à chaque recherche présentant plusieurs 
points communs : 
- le nombre d'échantillons à analyser par rapport au nombre total d'unités constituant le lot est déterminé (voir chapitre II, 

paragraphe 5.2) ; 
- le volume, ou la masse de l'inoculum, est déterminé puisque l'évaluation sera rapportée à l'unité de volume ou de 

masse : par mL, par 100 mL, par g ; 
- le milieu de culture doit apporter l'ensemble des nutriments nécessaires à la croissance des microorganismes à 

dénombrer ; 
- les conditions de culture - température, oxygénation, durée - doivent permettre un développement convenable des 

microorganismes à dénombrer ; 
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Chapitm III - Méthoder de quantijication des populations contaminantes 

- la concentration en microorganismes dans l'aliment testé peut être très variable : 
- elle peut être très élevée : 105 microorganismes par gramme. Dans ce cas, des dilutions de l'essai sont réalisées 

afin que cette concentration soit compatible avec la quantification, 
- elle peut être très faible : 1 microorganisme par gramme. Dans ce cas, les volumes testés sont importants et 

nécessitent une technique particulière. La filtration sur membrane permet de dénombrer les microorganismes 
provenant d'un grand volume d'échantillon. 

1.1.1. Réalisation de la prise d'échantillon ou préparation de l'inoculum 
Selon que l'aliment est solide ou liquide, la quantité analysée est déterminée en masse ou en volume. 

1.1.1.1. Choix de la quantité d'échantillon pour essai 
Dans le cas d'un aliment solide, il faut réaliser la pesée d'une masse d'aliment (m g), puis une suspension mère par 
mise en suspension evou broyage de la masse pesée dans un volume de diluant. 
La masse volumique de l'aliment pesé est le plus souvent assimilée à 1 g/mL. 
Les choix de la masse pesée et du volume de suspension mère réalisée dépendent du critère fixé et de la méthode 
utilisée. 

Dans le cas où le critère est : « absence du microorganisme dans m grammes », la pesée de m g et la recherche du 
microorganisme dans la totalité de la masse sont obligatoires. 

I EXEMPLE 
Recherche de Salmonella dans les produits vkgétaux crus ensaucés : absence dans 25 g. 

Dans d'autres cas, la méthode impose la masse à peser et le volume de la suspension mère à réaliser. 

I EKFMPLE 
Dknombrement des microorganismes akrobies dans des algues alimentaires. La méthode im- 
pose : m = 10 g ; volume de suspension mère SM = 300 mL. Soit : 

I N = nombre de microorganismes/g de produit 
N ,, = nombre de microorganismes/mL de suspension mère. 

La suspension mère peut ensuite être diluée : tout dépend de la concentration de la population recherchée. 

Enfin, lorsque ni le critère ni la méthode n'imposent de masse ou de volume de suspension mère, la suspension réalisée 
a généralement un volume égal à 10 fois la masse m : 

m =  1 0 g e t V s M =  100mL. 

Dans le cas d'un aliment liquide, le prélèvement de V mL est indiqué dans la méthode. Il est souvent de 1 mL, parfois 
de 100 mL, et il est alors réalisé en 10 fois 10 mL, ou nécessite une technique particulière de concentration. 
C'est également le cas lorsque le volume imposé est très grand (Exemple : absence de Salmonella dans 5 L d'eau 
destinée à la consommation). 

1.1.1.2. Homogénéisation de la prise d'échantillon pour essai 
L'échantillon prélevé doit être un témoin convenable de la population de l'aliment dans son ensemble ou de la portion 
d'aliment analysé. Il faut donc homogénéiser l'aliment sans entraîner de destruction des microorganismes présents. 
Dans le cas d'un aliment liquide, l'homogénéisation se fait par agitation evou retournement. puis prélèvement immé- 
diat. 

Dans le cas d'un aliment solide. deux types d'appareils sont utilisés : 
- un broyeur à grande vitesse (turax), qui broie l'aliment dans son diluant ; 
- le malaxeur de type Stomacher : on introduit l'aliment prélevé et son diluant dans un sac plastique puis on comprime 

vigoureusement ce sac entre deux plaques ; il en résulte le passage dans le diluant des microorganismes présents. 
Les résultats obtenus avec les deux techniques sont relativement similaires, avec cependant souvent un facteur 10 entre les 
dénombrements après homogénéisation par malaxeur (xl) et les dénombrements après homogénéisation par broyage (x 10). 
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1. Dénombrement après culture 

Par ailleurs, on constate moins de mortalité par Stomacher pour certains microorganismes tels E. coli. 
Les avantages du malaxage par Stomacher par rapport au broyage sont les suivants : 
- pas d'échauffement pendant le broyage, ce qui entraîne une diminution de la létalité ; 
- possibilité de conserver la suspension mère ainsi réalisée dans le sac plastique, de la congeler en vue de tests futurs ; 
- possibilité de réaliser des suspensions de 40 à 400 mL. 

REMARQUE 
Dans le cas particulier d'une recherche de surface d'un aliment solide, le prélèvement se fait 
alors par écouvillonnage de surface et mise en suspension, ou par application d'une mem- 
brane humide. Ces prélèvements seront détaillés lors des manipulations ayant trait à ce type 
de contrôle. 

1.1.2. Dilutions du prélèvement ou de la suspension mère 

1.1.2.1. Nature du diluant 

Tableau 1 - Composition des diluants les plus couramment utilisés 

Eau physiologique (pour la plupart des aliments liquides) 

Pour les méthodes officielles, les diluants sont précisés à l'annexe 2 de l'arrêté du 21 décembre 1979 « relatif aux 
critères microbiologiques auxquels doivent satisfaire certaines denrées animales ou d'origine animale » ; certains 
diluants spécifiques sont donnés dans les normes spécifiques des produits. 

Milieu tryptone sel 

Tryptone .................... 1 g 
Na Cl ......................... 8.5 g 
Eau distillée ........ 1 000 mL 

PH 7 

1.1.2.2. Technique des dilutions 
La technique des dilutions figure dans la norme AFNOR NF V 08 010 de mars 1996 (remplace la norme AFNOR NF 
V 08 1310 de juin 1982) ; il existe parallèlement une norme ISO 6887 de 1983. 
Les dilutions sont presque toujours des dilutions successives décimales de raison 10 : IO-', . 
Si les dilutions sont réalisées dans un volume de 9 mL de diluant en tube à essais, les prélèvements sont faits soit à la pipette 
stérile à usage unique de 1 mL, soit à l'aide d'une pipette automatique prélevant et délivrant 1 000 w ; le volume final est de 
10 mL. Si elles sont réalisées dans un volume plus faible, par exemple 0,9 mL ou 900 pL en tube à hémolyse, le prélèvement 
se fait alors à la pipette automatique prélevant et délivrant un volume de 100 jL ; le volume final est de 1 mL. 
L'incertitude des mesures des volumes ne doit pas excéder 2 %. 
Entre la préparation de la suspension, ses dilutions et la mise en culture, il ne doit pas s'écouler plus de 45 minutes. 

*'.-. J 

Technique de dilution 

Marquer les tubes de diluant (Exemple : IO-' ; ; ; IO4). 
Prélever aseptiquement 1 mL de la suspension mère à l'aide d'une pipette graduée stérile de 1 rnL 
munie d'une poire à aspiration ; l'homogénéisation du prélèvement se fait par aspiration et refoulement 
trois fois, ou par l'utilisation d'un homogénéisateur (norme NF ISO 721 8). 
Transférer aseptiquement le mL prélevé dans le premier tube IO-', la pipette ne devant pas pénétrer dans 
les 9 rnL de diluant. 
Jeter la pipette utilisée dans un conteneur approprié. À l'aide d'une deuxième pipette stérile de 1 rnL, 
procéder de même du tube IO-' au tube 
Faire de même pour les deux derniers tubes, en utilisant à chaque prélèvement une pipette nouvelle. 

Phosphate dipotassique à 2 % : pH 7,4-7,6 

Ringer dilué au 114 

Milieu peptone sel 

Peptone pancréatique de caséine ... I g 
Na CI ............................................. 8,5 g 
Eau distillée ............................ 1 000 rnL 

PH 7 

Eau peptonée tamponnée 

Peptone pepsique de viande ............................................. 10 !2 
Na Cl ................................................................................... 5 g 
Na2 PO4 .............................................................................. 9 g 

........................................................................... KH2P04 1,5 g 
Eau distillée .............................................................. 1 000 mL 
PH 7 2  
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1.1.2.3. Choix des dilutions réalisées et testées 
Ce choix dépend du critère fixé et de la méthode utilisée. 
Il s'agit de savoir si l'aliment répond au critère fixé, donc si la population recherchée est inférieure à celle donnée par 
le critère, autorisant la consommation de l'aliment. 
Lorsque le nombre de microorganismes attendu dans l'échantillon est très faible, certains aliments ne nécessitent pas 
de dilution. 
Si des dilutions sont nécessaires, celles-ci dépendent de la méthode choisie : du volume d'inoculum, de la limite de 
dénombrement. 

EXEMPLES 

D~NOMBREMENT RÉALIsÉ EN MILIEU SOLIDE 

Dénombrement de la flore totale mésophile aérobie du lait cru destiné à la consommation en l'état. 
D'après l'arrêté du 30 mars 1994, le critère microbiologique est le suivant : 

N < 5. IO4 microorganismes/mL de lait. 

Les laits analysés contiennent-ils plus ou moins de 5. 10 * germes mésophiles aérobies par mL ? 
On considère un lait satisfaisant au critère (lait no 1) et un lait ne s a t i s h t  pas au critère (lait no 2). 

Dans chacun des cas, pour un inoculum de 1 mL des dilutions réalisées, les résultats attendus 
(nombre de colonies par boîte) sont les suivants : 

" ---- -- - -- -- , --- 
10-2 10-3 104 

Sachant que le dénombrement se réalise à partir de boîtes donnant un nombre de colonies 
compris entre 15 et 300, les dilutions 10°, IO-', IO-' ne permettront pas de différencier les deux 
laits, pour ce qui concerne la concentration en microorganismes. 
La dilution peut, à elle seule, permettre d'obtenir une réponse ; la dilution 10" peut 
permettre un dénombrement dans le cas d'un lait dont la concentration en microorganismes 
dépasse le critère f ~ é .  Les dil~tionslO-~ et IO4 sont inutiles. 

Il s'agira donc d'ensemencer les dilutions 10" et, éventuellement, 

DÉNOMBREMENT ~ I S É  EN MILIEU LIQUIDE 

Dénombrement des coliformes dans une crème pâtissière. 
Le critère microbiologique est le suivant : N < IO3 microorganismes coliformes par gramme. 
La crème contient-elle plus ou moins de IO3 coliformes par gramme ? 

Un échantillon de 1 g est pesé et homogénéisé dans le diluant. 
La suspension mère est réalisée sous un volume de 100 mL. 
La relation entre la concentration en microorganismes de la crème et de la concentration en 
microorganismes de la suspension mère est la suivante : 

1 O0 
N = N,, . --- 

1 

N : nombre de microorganismes/g de produit. 
N : nombre de microorganismes/mL de suspension mère. 
si N = IO3 coliformes par gramme, alors : 

1 
NsM = IO3 . - = 10' coliformes par mL de suspension mère. 

1 O0 

O n  considère une crème satisfaisant au critère (crème no 1) et une crème ne satisfaisant pas au 
critère (crème no 2). 

Dans chaque cas, la concentration de microorganismes contenus dans une prise d'essai de 
1 mL des dilutions réalisées est la suivante : 



1. Dénombrement après culture 

Lorsque le dénombrement est réalisé en milieu liquide en tube, on peut conclure à la présence 
(trouble) ou  à l'absence d u  microorganisme recherché (absence de trouble). Mais la présence 
d'un trouble peut signifier présence de un  ou  de plusieurs microorganismes. 
Seule la dilution IO-' est discriminante puisqu'elle permet d e  différencier : 
- une réponse positive : plus de 1 microorganisme, donc apparition d'un trouble ou  d'une 

modification du  milieu ; 

- une réponse négative : moins de 1 microorganisme, donc ni trouble ni modification du  milieu. 
L'exploitation statistique des résultats nécessite d e  traiter trois dilutions successives au moins. 

1.1.3. Choix des milieux de dénombrement 
Les milieux solides sont beaucoup plus largement utilisés que les milieux liquides. Ces derniers le sont essentiellement 
pour des microorganismes dont la culture directement sur milieu solide présenterait des difficultés, au sortir de leur 
milieu d'origine. 
Les milieux solides permettent quant à eux une différenciation des types de microorganismes dénombrés, par l'aspect diffé- 
rent des colonies obtenues, résultant de l'utilisation d'un composant du milieu ou de la production d'un métabolite spécifique. 
Dans le cas où les germes que l'on cherche à dénombrer représentent une population globale, le milieu de dénombrement 
choisi est suffisamment riche pour permettre la croissance de la plupart des microorganismes potentiellement présents. 
Dans le cas où les microorganismes que l'on cherche à numérer représentent une population spécifique, le milieu de 
dénombrement choisi permet la culture de cette population mais aussi, le plus souvent, sa sélection par rapport aux 
autres germes présents dans l'aliment, et sa caractérisation selon un caractère mis en évidence sur le milieu. 

Population 
dénombrée 
Globale 

Globale 

Spécifique 

de substances inhibitrices .................................. 1,o g 
Agar ......................................................... 12 à 18 g 
Eau distillée .......................................... qsp 1 000 rnL 

Composition du milieu Nom du milieu 

Gélose au lait écrémé 

Cible 

Gélose lactosée au 

Flore mésophile aérobie 
du lait et des produits laitiers. 

désoxycholate de sodium 

Peptone pancréatique de caséine ...................... 5 g 
Extrait de levure ................................................ 2,5 g 
Glucose anhydre .............................................. 1,O g 
Lait écrémé en poudre exempt 

................................................ Extrait de levure 4 g 
........................................... Caséine hydrolysée 5 

Gélose Wallerstein (WL) 
nutritive 

Gélose Baird-Parker 

Microorganismes 
des boissons fermentées. 

Coliformes et ' Coliformes thermotolérants. 

Glucose .............................................................. 0 g 
Dihydrogénophoshate de potassium ................. 0,5 g 
Chlorure de potassium ...................................... 0,425 g 
Chlorure de calcium .......................................... 0,125 g 
Sulfate de magnésium ....................................... 0,125 g 
Chlorure de fer .................................................. 0,0025 g 
Sulfate de manganèse ........................................ 0,0025 g 
Vert de bromocrésol .......................................... 0,022 g 
Agar ................................................................. 17 g 
Eau distillée ......................................... qsp 1 000 mL 
Eau distillée .......................................... qsp 1 000 mL 

Peptone pancréatique de caséine ..................... 10 g 
............................................................ 1 Lactose 10 g 

Désoxycholate de sodium ................................. 0,5 g 
Citrate de sodium .............................................. 2 g 
Chlorure de sodium ........................................... 5 g 

1 Rouge neutre ..................................................... 0,03 g 
Agar ......................................................... 12 à 18 g 
Eau distillée .......................................... qsp 1 000 mL 

Peptone pancréatique de castine ..................... 10 g Staphylococcus aureus. 
................................................ Extrait de levure 1 g 

Extrait de viande ............................................... 1 g 
............................................................ Glycine 12 g 

Chlorure de lithium ........................................... 5 g 
Agar ......................................................... 12à 18g 
Eau distillée .......................................... qsp 1 000 mL 
Pour 90 mL de milieu en surfusion ajouter : 
Tellurite de potassium 1 % ................................ 1 mL 
Pyruvate de sodium 20 % .................................. 5 mL 
Emulsion de jaune d'œuf 20 % ......................... 5 mL 

I I 

Tableau 2 - Milieux d e  dénombrement e n  fonction d e  la cible 
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La gélose lactosée au désoxycholate de sodium est utilisée pour le dénombrement des coliformes et des coliformes 
thermotolérants dans la plupart des aliments (laits pasteurisés). La sélection se fait par la présence de désoxycholate, la 
caractérisation se fait par la mise en évidence de la fermentation du lactose présent. 

La gélose Baird-Parker est utilisée pour le dénombrement des Staphylococcus aureus dans la plupart des aliments. La 
sélection est assurée par le tellurite, la caractérisation se fait par la réduction du tellurite en tellure et par la production 
d'exoenzymes agissant sur les composants du jaune d'œuf. 

1.1.4. Choix des conditions d'incubation 
Le but est d'obtenir un résultat, c'est-à-dire un développement des microorganismes présents dans des délais relative- 
ment brefs, donc d'assurer des conditions de développement optimal ou des conditions sélectives. 

1.1.4.1. Oxygénation 
Les microorganismes aérobies stricts ou aérobies facultatifs sont cultivés indifféremment en milieu liquide ou solide en 
atmosphère ordinaire. 
Les germes anaérobies stricts nécessitent une atmosphère sans oxygène : 
- soit par une culture dans la profondeur d'un milieu préalablement régénéré, c'est-à-dire privé d'oxygène par ébulli- 

tion pendant 30 minutes et laissant, lors de l'incubation, peu pénétrer l'oxygène par dissolution. Ceci est obtenu par 
le maintien d'une faible surface de contact milieu - atmosphère (culture en tube) ; 

- soit par un développement de culture en atmosphère privée d'oxygène par un mécanisme chimique permettant la 
transformation de l'oxygène présent dans l'enceinte close, et la production de gaz carbonique (jarre d'anaérobiose et 
système de production de CO,). 

1.1.4.2. Température d'incubation 
Les températures d'incubation sont fixées par les normes établies (exemple : NFV 08 019 de décembre 198SISO 7937) 
pour chaque dénombrement et correspondent : 
- soit à la température optimale de développement de chaque germe : 

- flore mésophile aérobie : 30 OC +/- 1 OC, 
- coliformes : 30 OC +/- 1 OC ou 35 OC ou 37 OC, 
- Staphylococcus ailrelis, Enterococcus faecalis : 37 OC +/- 1 OC, 
- anaérobies sulfitoréducteurs : 37 OC ; 

- soit à une température sélective : coliformes thermotolérants : 44 OC +/- 0,s OC (à 44 OC, seuls ces coliformes sont 
capables de fermenter le lactose en produisant du gaz et ce caractère sert à leur dénombrement). 

Certains dénombrements sont réalisés à des températures qui leur sont spécifiques : ainsi le dénombrement des bacté- 
ries aérobies revivifiables de l'eau destinée à la consommation humaine se réalise, selon l'arrêté du 20 février 1990 : 
- en 3 jours à 22 OC, norme AFNOR NF T 90 402 : conditions optimales pour la plupart des bactéries saprophytes 

banales ; 
- en 24 heures à 37 OC, norme AFNOR NF T 90 401 : conditions optimales pour les bactéries d'origine animale et 

humaine. 

1.1.4.3. Durée d'incubation 
Elle varie en fonction du germe et de la technique utilisée pour son dénombrement. 
D'une façon générale, une lecture après 24 heures permet un résultat (par exemple : coliformes, dénombrement en 
milieu gélosé). 
D'autres dénombrements se lisent indifféremment, après une incubation allant de 24 à 48 heures (par exemple : strep- 
tocoques du groupe D en milieu gélosé). 
Certains dénombrements nécessitent une première lecture à 24 heures, confirmée par une seconde à 48 heures ; d'autres 
nécessitent une lecture à 3 puis 5 jours (levures et moisissures). 

1.2. Méthodes en milieu solide : estimation de la flore viable 
Le principe de ces méthodes s'appuie sur le fait qu'un microorganisme présent dans un aliment ou dans une suspension 
de cet aliment, mis en culture, dans des conditions optimales, en milieu solide convenable, s'y développe en formant 
une colonie ou une microcolonic. 
Il s'agit de faire correspondre un microorganisme à une UFC (unit6 formant colonie) puisque. dans certains cas, le 
développement de plusieurs bactéries groupées peut conduire à une unique colonie. 



1. Dénombrement après culture 

Sur ce principe, plusieurs techniques sont pratiquées tant dans les laboratoires industriels pour la réalisation des 
autocontrôles que dans les laboratoires chargés de contrôler l'application des critères établis par les textes officiels. 
Ces méthodes sont soit des méthodes horizontales, dites de référence, et des méthodes horizontales dites de routine, 
applicables à toute flore et à tout produit, soit des méthodes spécifiques à une flore et à un produit. 

1.2.1. Méthode standard : culture dans la masse d'en milieu gélosé 
Cette méthodologie a de multiples applications : elle est particulièrement utilisée pour les dénombrements dea mi- 
croorganismes mésophiles aérobies. 

1.2.1.1. Méthode standard : plate count agar (PCA) 
Les étapes de cette méthode sont les suivantes : 
- inoculation de 1 mL de suspension ou de ses dilutions dans le fond d'une boîte de Petri. Chaque essai est testé deux 

fois au minimum ; 
- homogénéisation dans V mL de milieu de culture approprié et maintenu en surfusion ; 
- incubation à t OC pendant x h ; 
- dénombrement des colonies : 

- en surface : elles ont un aspect « normal D, 
- en profondeur : elles ont un aspect lenticulaire. 

Technique d'ensemencement dans la masse 

Marquer les boîtes de Petri vides (exemple : IO-"). 
Homogénéiser les tubes de dilution. 
À l'aide d'une pipette stérile de 1 mL, transférer aseptiquement, en double, 1 mL de la dilution sous forme 
de gouttes dans le fond de chacune des deux boîtes de Petri. 
Avec cette même pipette, procéder identiquement pour les dilutions lC3 puis 1C2. 
Couler dans la zone d'aseptie 15 mL de milieu gélosé maintenu à 47 OC dans chaque boîte de Petri ; cette 
addition doit avoir lieu au plus tard 15 minutes après le dépôt des gouttes. 
Mélanger l'inoculum au milieu, par rotation délicate dans les deux sens. 
Laisser le milieu prendre en masse : les boîtes sont sur une surface plane, non chaude, dans la zone de stérilité, le 
couvercle légèrement déplacé (ne pas excéder 10 mm). 
Une fois le milieu solidifié, retourner les boîtes et les incuber dans l'étuve à la température convenable pendant 
le temps indiqué. 

1.2.1.2. Variantes de la méthode standard 
Pour éviter le développement en surface, il est possible de poursuivre l'étape 2 par l'addition d'une couche d'agar non 
nutritif ou d'une couche de milieu identique au milieu de culture : c'est la technique de la double couche. 

Culture en gouttelettes d'agar (Fig. 1) : la suspension r %xi 

mère ou une dilution est inoculée (1 mL) dans 9 mL 
d'un milieu gélosé convenable maintenu en surfusion. 
À partir de ce tube, on dépose, à l'aide de pipettes 
calibrées, 0,l mL de milieu inoculé sur le fond d'une 9 mL de milieu 

boîte de Petri ; ce dépôt forme une gouttelette. On pra- 
tique ensuite des dilutions successives à partir du pre- 
mier tube dans deux autres tubes de milieu gélosé. Suspension mère Dilution Dilution 
On dénombre ensuite les microcolonies qui se sont S-' S-2 
développées. 

+- L'avantage que présente cette méthode par rapport à 4 dépôts 0,l mL suspension mère = S0 

la méthode standard est d'une part le développement 4 dépôts 0,l mL dilution S-l 
plus rapide pour les germes aérobies, d'autre part la 

-V possibilité de tester plusieurs essais (ici quatre) par 4 dépôts 0,l mL dilution S-' 

dilution, et plusieurs dilutions par produit sur chaque 
boîte. 

Fig. 1 - Culture en gouttelettes d'agar 
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1.2.2. Méthode standard : culture en surface d'un milieu g5losé 1 
Cette méthode, dite Surftrcr count, est conseillée pour les germes thermosensibles risquant une destruction ou une j 
altération lors de l'homogénéisation en milieu gélosé en surfusion (47 à 50 OC). Elle est aussi recommandée lorsque la j 

description des colonies peut être utile à l'identification des germes dénombrés. 
On l'utilise également lorsque le dénombrement se fait sur milieu sélectif avec mise en évidence d'un caractère parti- i 
culier. C'est enfin la technique indispensable si le dénombrement est suivi d'un repiquage des colonies « présumées » 

pour une identification. 
Les étapes sont les suivantes : 
- le milieu gélosé convenable est coulé en boîte de Petri ; 
- I'inoculum (0,l ou 0,2 mL) est déposé puis étalé à I'aide d'un étaleur de verre (« pipette râteau ») ou par agitation de 

billes de verre. Les essais sont doublés ; 
- incubation à t OC pendant x h ; 
- dénombrement des colonies. 

Technique d'ensemencement en surface 

Marquer les boîtes de milieu gélosé (exemple : 10°, IO-', 
Homogénéiser les tubes de suspension mère et de dilution. 
À l'aide d'une pipette stérile de 1 mL, transférer aseptiquement, en double, 0,l mL de la dilution IO-? à la 
surface de chacune des deux boîtes de milieu gélosé séchées. 
Avec cette même pipette, procéder de manière identique pour la dilution IO-' puis 10°. 
Étaler l'inoculum, avec soin et rapidement, à la surface du milieu gélosé, à l'aide d'un étaleur stérile en évitant 
de toucher les parois de la boîte, ou à l'aide de billes de verre agitées énergiquement et ensuite éliminées. 
Laisser sécher 15 minutes à température du laboratoire. 
Incuber les boîtes retournées à l'étuve, à la température convenable, pendant le temps indiqué. 

1.2.3. Méthode standard : culture en profondeur d'un milieu gélosé 
Cette méthodologie est utilisée pour les microorganismes anaérobies stricts ou pour des microorganismes à métabo- 
lisme fermentaire dont le développement est favorisé par l'anaérobiose. 
Elle est également pratiquée lorsque doivent être dénombrées dans un produit les spores de microorganismes anaéro- 
bies stricts. 
Les étapes sont les suivantes : 
- le milieu gélosé est coulé à raison de 10 mL en tube en verre ; il est régénéré avant d'être ensemencé et est maintenu 

en surfusion jusqu'à son ensemencement ; le milieu peut être en concentration double pour les inoculum de 10 mL, 
ceci afin de ne pas trop diluer les nutriments contenus dans le milieu ; 

- l'inoculum et ses dilutions sont introduits dans des tubes en verre (ils seront éventuellement soumis à un traitement 
thermique si, seules, les spores thermorésistantes sont dénombrées). L'inoculum peut être de 10 mL et de 1 mL pour 
la suspension mère, il est de 1 mL pour les dilutions de cette suspension ; 

- l'ensemencement des tubes contenant l'inoculum par le milieu régénéré et l'homogénéisation qui suit ne doivent pas 
introduire de bulles d'air dans le milieu ; 

- l'incubation, après solidification du milieu, se fait à t OC pendant x heures ; 
- le dénombrement des colonies dans la profondeur de la gélose est réalisé après incubation. 

1.2.4. Exploitation des résultats des dénombrements par les méthodes standard 
Dans les méthodes standard, le dénombrement des colonies se fait après une incubation allant de 18 à 72 heures. 
Les essais ne sont validés que si au moins une boîte présente plus de 15 colonies. 
On estime qu'à 1 UFC (unité formant colonie) correspond 1 microorganisme. 
Le résultat final est donné en concentration en microorganismes par unité de volume ou de masse de la prise d'essai. 

1.2.4.1. Choix des essais servant au calcul 
Seuls les essais, ici boîtes inoculées et incubées, comportant de 15 à 300 colonies sont utilisés. 
En fait, cette règle subit quelques modifications indiquées dans les normes correspondantes, par exemple : 
- le dénombrement de la flore aérobie du lait pasteurisé peut se faire à l'aide d'essais présentant de 10 à 300 colonies ; 
- le dénombrement des colifonnes du lait pasteurisé se fait à l'aide d'essais présentant moins de 150 colonies. 



1. Dénombrement apr2s CUICUR 

Seules les colonies ayant un diamètre supérieur à 0,s mm après la durke d'incubation convenable sont prises en compte 
pour la numération. Deux essais par dilution sont testés. 

Cas particulier: dans le cas où l'on a effectué le dénombrement en gouttelettes d'agar ou par gouttes calibrées, le 
dénombrement se réalise uniquement sur les essais présentant moins de 20 microcolonies. 

1.2.4.2. Calcul du nombre de microorganismes par unité d'échantillon 
Cas général sans identification d'après la norme ISO 7218 d e  mai  1996 

On considère deux dilutions successives ayant donné au moins une boîte contenant plus de 15 colonies. 
On calculer le nombre N de microorganismes présents dans l'unité de  mesure de l'échantillon, selon la formule : \, 

Cc = nombre total de colonies compteeh sur les boîtes retenues. 
n, = nombre de boîtes comptées à la dilution retenue la plus faible (IO-' dans l'exemple ci-après). 
n, = nombre de boîtes comptées à la seconde dilution retenue. 
d = facteur de dilution à partir duquel les premiers comptages sont réalisés : dilution la plus faible (IO-' dans l'exemple 
ci-après). 
V = volume de prise d'essai inoculé en mL. 
VsM = volume de la suspension mère en mi,. 
Vpr OU mpr OU Spr = volume de produit (mL) ou masse de produit (g) ou surface de produit (cm2) ayant constitué la 
suspension mère. 

DENOMBREMENT EN PROFONDEUR 

V = l m L  
Produit = suspension mhe, donc VsM/V = 1 

PI 

Dilution m~:jzG!!:j Colonies 
- - -  - 
Colonies 215 

168+215+ 14+25 1 1 
N =  - -  = 1918 

(2 + 0,l . 2 ) .  10-1 1 1 

Lorsque pour une dilution (exemple : dilution IO-'), une boîte contient au moins 15 colonies, 
il faut prendre eri compte les autres boites de la même dilution. 

\ 

O n  ne retient que deux chiffres significatifs : 
- si le 3' chiffre est < 5 -> le 2' chiffre n'est pas modifié ; 
- si le 3' chiffre est 2 5 -> le 2' chiffre est augment6 d'une unité. 

\ 
Le résultat est exprimé par un nombre compris entre 1 ,O et 9,9.10n. 
Exemple : 
- 3 240 -> 3,2. IO3 ; 

\ 
- 3 260 -> 3,3.103. 
Ici : 1918 -> 1920 -> 1,9.103 => N = 1,9.103 microorganismes par mL d'tchantillon. \ 

DÉNOMBREMENT EN SURFACE 
V = 0,l mL 
Produit = suspension mère, donc VsM/V = 1 

Pr 

126+ 145 + 16+ 18 1 1 
N = . - = 13 863 

(2 + 0,l . 2) . 10-1 0,1 1 

On ne retient que deux chiffres : ici 13 863 -> 13 900 -> 14 000. 
N = 1,4.1 O4 microorganismes par mL d'échantillon. 
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Cas après identification d'aprks la norme  ISO 7218 d e  mai  1996 
Dans le cas où la méthode utilisée nécessite une identification des colonies précédemment dénombrées, on repique 
A colonies (en général A = 5) de chaque boîte retcnue pour le dénombrement, sur un milieu d'identification approprié : 
- soit C = le nombre total de colonies pour une boîte de dénombrement ; 
- soit A = le nombre de colonies repiquées pour cette boîte de dénombrement ; 
- soit b = le nombre de colonies repiquées et effectivement identifiées. 

C Alors on déduit : a = b . - 
A 

avec a = nombre total calculé de colonies confirmées. 

Le nombre N de microorganismes identifiés présents dans l'unité d'échantillon est calculé selon la formule : 

Ça I 
N =  - VSM - - 

Les nombres sont entiers, arrondis selion les règles données ci-dessus. 
Dans le cas où V = 1 mL et produit =: suspension mère, donc VSM/V = 1 

P' 

134+  1 5 + 2 1 5 +  11 1 1 
N =  - - = 1 705 

(2 +0 ,1  . 2 ) .  10-' 1 1 

N = 1,7.103 microorganismes identifiés par mL d'échantillon. 

Cas dies petits nombres d'après la @orme ISO 7218 d e  mai  1996 
Si les deux boîtes de la dilution la plus faible ensemencées par 1 mL d'échantillon contiennent moins de 15 colonies, 
on fait la mwyenne arithmétique des colonies dénombrées. Soit y cette moyenne : 
N = y micrc~organisiiies par mL d'échantillon. 
Si les deux boîtes de la dilution la plus faible ne contiennent aucune colonie, exprimer le résultat par : 

N = moins de 1 microorganisme par mL, d'échantillon. 

Autres méthodes d e  caicul 
La norme FIL (Fédération internationale de Laiterie) 100 A 1984 (agréée ISO) figure à l'annexe de la norme AFNOR 
NF V 04 016. 
La formule de calcul est identique à celle de la norme AFNOR. Il existe cependant deux cas particuliers : 
- si les essais contiennent moins de 10 colonies, le résultat exprimé sera : N < 1O.d (d étant le facteur de dilution le plus 

faible) ; 
- si les essais contiennent plus de 300 colonies, on réalise le dénombrement sur la dilution la plus forte et le résultat 

exprimé sera accompagné de « nombre estimé » de.. . 

La norme AFNOR V 04 016 d e  1985 
Cette norme n'est plus en vigueur, ses règles ne sont données ici qu'en matière de comparaison avec la norme actuelle. 

Il existe au niveau d'une seule et même dilution deux boîtes contenant entre 30 et 300 colo- 
nies, ou une boîte contenant entre 30 et 300 et l'autre moins de 30. 
O n  calcule la moyenne du nombre de colonies comptées dans les deux boîtes. 
Si une seule boîte contient entre 30 et 300 colonies, on ne dénombre que cette boîte et on 
ne retient alors que deux chiffres significatifs. 
Soit n le nombre retenu : 

1 
N=n.- 

d = facteur de la dilution. 
V = volume de l'inoculum en mL. 
N = concentration en mic:roorganismes/mL. 



1. Dénombrement après culture 

EXEMPLE 2 
11 existe des boites contenant entre 30 et 300 colonies au niveau de deux dilutions consécutives. 
On calcule le nombre de microorganismes pour chaque dilution comme ci-dessus, et on prend 
comme résultat la moyenne des deux valeurs obtenues, sauf si le rapport de la valeur la plus 
forte à la valeur la plus faible est supérieur à 2 ; dans ce cas, on prend la valeur la plus faible. 

EXEMPLE 3 
Les deux boîtes au niveau de l'échantillon pour essai (dilution 10') contiennent moins de 
30 colonies : le résultat est exprimé par : < 30 microorganismes dans la prise d'essai. 

I EXEMPLE 4 
Les deux boites ne contiennent aucune colonie au niveau de l'échantillon pour essai : le résul- 
tat est exprimé par : < 1 microorganisme dans la prise d'essai. 

1.2.4.3. Limites de confiance 
Elles sont calculées d'après la norme ISO 721 8 de mai 1996. 
11 s'agit d'évaluer la validité du résultat précédemment établi et de déterminer les limites de l'intervalle de confiance 
encadrant ce résultat, ce qui caractérise la répartition statistique des microorganismes dans l'échantillon. 
On calcule l'intervalle de confiance 6 à l'aide des équations suivantes : 
- cas général : 

k Cc + 1,92 I 1,915 6 1 
6 =  - 

b 
(n, + 0, l  n,) d v 

- cas après identification : 
ei X a + 1 , 9 2 C l 7 9 6 ( %  1 " 

Cc = nombre total de colonies comptées sur les boîtes retenues, 
ou Ca = nombre total calculé de colonies identifiées. 
n, = nombre de boîtes compttes à la dilution retenue la plus faible (ex IO-'). 
n, = nombre de boîtes comptées à la seconde dilution retenue. 
d = facteur de la dilution la plus faible retenue. 
V = volume inoculé en mL. 

N = 1,g.l O3 microorganismes par mL d'échantillon. 
Les limites de l'intervalle de confiance sont : 
1,7. IO3 et 2,l. 1 O3 microorganismes par mL d'échantillon. 
Ces limites calculées en pourcentage sont de + 9,9 % et - 9,l %. 

Expression du résultat : 1,7. 103 < N < 2,l. 103 
-9,l % + 9,9 % 

Les limites de l'intervalle de confiance peuvent être beaucoup plus étendues lorsque les dé- 
nombrements ont été des « cas limites )). 
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32 + 132 3 1,96\132 1 
6 = 

2,2 . IO-' 1 

6 = 205 et 6-104 

Dilution Coloriies Colonies , CC 

16+1+12+3 1 
N =  -- 

(2 + 0,l . 2) . IO-' 1 

1 O-' 

10-2 

N = 1,5.102 microorganismes/mL d'échantillon. 

Les limites de l'intervalle de confiance sont : 1,0.16 et 2,l. 16 microorgammes par mL d'échantillon. 
Ces limites calculées en pourcentage sont de - 28 % et + 41 %. 

16 

1 

Expression du résultat : 1 ,O. 102 < N < 2,l. 10' 
-28 % +41 % 

REMARQUE 
Dans l'annexe A de la norme ISO 7218 figurent des tableaux donnant les limites de I'inter- 
valle de confiance pour l'estimation de petits nombres : moins de 15 colonies par boîte de 
dénombrement. 

12 

3 

1.2.5. Variantes de la méthode standard de dénombrement en surface d'un milieu 
gélosé 

32 

1.2.5.1. Développement en surface après filtration sur membrane 
Cette méthodologie est particulièrement utilisée pour effectuer des dénombrements dans des liquides alimentaires pour 
lesquels la concentration en microorganismes recherchés est relativement faible etlou pour lesquels le dénombrement 
sur un grand volume est nécessaire. 
La prise d'essai est filtrée à travers une membrane retenant les microorganismes ; cette membrane est ensuite déposée 
sur un milieu de culture permettant le développement des microorganismes recherchés. 

Principe e t  mise en œuvre d e  la méthode 
L'échantillon, souvent de 100 mL, parfois de 10 mL, a été filtré sur une membrane permettant la concentration des 
microorganismes présents dans l'échantillon. 
Le filtre membrane est le plus 
souvent un mélange d'acétate 
et de nitrate de cellulose, bio- 
logiquement inerte : 
- filtre type MF (Millipore) 

série HA : pores de 0,45 pn 
de diamètre (Fig. 2 etfig. 3) ; 

- filtre type MF (Millipore) 
série HC : pores de 2,4 pn en 
surface se resserrant jusqu'à 
0,7 pn. Ce filtre est particu- 
lièrement adapté aux eaux 
contenant des particules 
colmatantes et au dénombre- 
ment des coliformes pouvant Fig. 2 - Montage du système de Fig. 3 - Photographie d'une membrane 
avoir été endommagés par le filtration (MiIlipore) 0,45 pm (Miilipore) 
chlore des traitements. 

La dimension de la membrane est adaptée à la dimension de la boîte de Petri contenant le milieu. La membrane est 
ensuite déposée en surface d'un milieu gélosé, et le tout est incubé 18 à 24 heures. Les nutriments du milieu traversent 
la membrane par capillarité et permettent le développement des bactéries. 



1. Dénombrement après culture 

Le dénombrement est facilité par la présence de quadrillage sur la membrane. 
Un préfiltre peut être utilisé pour protéger le filtre membrane et en éviter le colmatage : il est composé de polymères de 
cellulose, homogènes et microporeux (exemple : filtre membrane AW 03 ou AW 06 de chez Millipore). 

Exploitation des résultats 

- Cas général sans identification - 
Chaque colonie est considérée comme ayant été engendrée par un microorganisme. 
Seules les membranes comportant au plus 100 colonies sont utilisables : ceci pour des filtres membranes adaptés à des 
petites boîtes de Petri de 6 cm de diamètre. 

1 La formule permettant le calcul du nombre de microorganismes par unité d'échantillon est la suivante : = n. - 
n = nombre de colonies identifiées et comptées sur la membrane. V 
V = volume en mL de l'échantillon, ou de sa dilution, filtré. 
Si une dilution de l'échantillon a été nécessaire, ce résultat sera multiplié par l'inverse du taux de dilution pratiqué. 

- Cas après identification 
On repique A colonies selon la règle suivante : -si n < 5 : A = n 

- s i 5 < n < 2 5 : A = 5  
-si n > 25 : A = n"' 

1 1 Soit b = le nombre de colonies repiquées effectivement identifiées : = (n.b) 
A V 

Méthodes dérivées 
On peut obtenir un dénombrement anticipé en 5 heures par 
numération des rnicrocolonies après transparisation de la 
membrane et traitement permettant de visualiser les 
microcolonies. 11 faut alors utiliser des membranes adaptées 
type MF transparisables par un mélange acétone triacétine 

supportant la membrane Millipore noire absorbant ou diméthylphtalate diméthyloxylate. Pour les contrôles de et le tampon absorbant, quadrillée de contenant u n  
produits liquides, des échantillomeurs ont été développés. La poignée est 0,45 pm pour la milieu nutritif 

Lamembrane filtrante (0,45 p) peut être solidaire d'un [am- conçue pour réduire les récupération des déshydraté. 
p n  absorbant contenant un milieu nutritif déshydraté (Fig. 4). risques de contamination microorganismes Absorbe 1 mL 

L'ensemble est plongé dans l'échantillon liquide ; la ca- de l'échantil'On. d'échantillon. 

pacité d'absorption du tampon est de 1 mL. Le liquide est 
filtré à travers la membrane et les microorganismes y sont Fig. 4 - Échantillonneur (Millipore) 

retenus. Le liquide réhydrate le milieu et les microorga- 
nismes se développent grâce aux substances nutritives contenues dans le tampon. Après incubation pendant 24 heures, 
on dénombre des colonies, le plus souvent par comparaison avec des échantillonneurs étalons (Fig. 5). 

O 8 O g 8 O - 7 '3 

Fig. 5 - Échantillonneurs étalons (Millipore) 
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1.2.5.2. Petrifilm Système 
Principe 

Le Petrifilm est constitué d'un film ri- 
gide quadrillé, dessinant des carrés de 
1 cm2 de surface, qui sert de support à 
un milieu gélifié approprié. 
Il existe plusieurs applications, chacune 
différant par le milieu supporté par le 
film inférieur (Fig. 6).  

Le milieu est protégé par un film sou- 
ple, qui est soulevé lors de l'inoculation ; 
l'inoculum (1 rnL) est déposé au centre 
du film rigide quadrillé. 
Le film souple protecteur est rabattu et 
un diffuseur est appliqué sur le tout pour 
que l'inoculum soit réparti sur toute la Fig 6 - Schéma du Petrifilm pour E. coli (document 3M) 

surface du quadrillage, soit 20 cm2. 
Les deux films sont perméables à l'oxygène. 
Après l'incubation, le dénombrement des colonies obtenues se fait à l'œil nu et se trouve facilité par le quadrillage ; on 
dénombre les films comprenant entre 30 et 300 colonies. 

Applications 

- Petrifilm flore totale 
Le milieu de culture est un milieu PCA (plate count agar) additionné de TTC (2,3,5 chlorure de triphényltétrazolium). 
Le milieu convient au développement de la plupart des microorganismes : l'indicateur coloré est réduit par ces der- 
niers, les colonies sont alors colorées en rouge. 

Justesse 
La droite de calibrage entre les résultats obtenus par cette méthode et ceux obtenus par la méthode de référence (mé- 
thode de dénombrement après culture) est : 

log (méthode ré0 = 0,99 log (méthode rapide) + 0,04 

La différence entre les résultats obtenus par cette méthode et ceux obtenus par la méthode de référence ne dépassera 
pas la valeur de précision d'estimation (PE) plus d'une fois sur vingt : 

PE = +/- 0,68 log 
10 10gN-"~~ < N < 10 10g~+'-'f'~ 

Les résultats, légèrement inférieurs pour un même échantillon, s'expliquent : 
- par la présence du TTC qui peut être inhibiteur (son taux d'inhibition varie entre 10 et 20 %) ; 
- par le développement d'espèces psychrophiles habituellement détruites par l'utilisation de gélose en surfusion dans 

les méthodes de dénombrement en PCA. 
Ce développement « en excès « compense l'effet « par défaut » du TTC ; néanmoins, les résultats obtenus par cette 
méthode sont inférieurs à ceux obtenus par la méthode de référence. 

Fidélité 
- Répétabilité : la différence entre deux résultats obtenus, sur une matière identique par cette méthode, ne dépassera 

pas la valeur de répétabilité r plus d'une fois sur vingt : 

r = 0,2 12 log (r = 0,246 pour la méthode de référence) 

- Reproductibilité : la différence entre les résultats obtenus, par cette méthode dans deux laboratoires différents, ne 
dépassera pas la valeur de reproductibilité R plus d'une fois sur vingt : 

R = 0,588 log 

Cette méthode a reçu une validation pour tous produits d'alimentation humaine : attestation de validation de méthodes 
rapides d'analyse suivant la nomle NF V 03 100 (AFNOR : numéro d'attestation 3M 0111 -09189). 

- Petrifilm E. coli 
Le milieu de culture est un milieu sélectif VRBL (cristal violet, rouge neutre, bile, lactose) avec deux indicateurs : TTC 
et BCIG (5 bromo-4 chloro-3 indoxyl B D glucuronide). Par action de la B-D-glucuronidase, enzyme spécifique de 
E. coli, à partir du BCIG un précipité bleu se forme. 
La production de gaz résultant de la fermentation du lactose se caractérise par la présence de bulles (au niveau des 
colonies) coincées entre le milieu et le film plastique (Fig. 6 ) .  



1. Dénombrement après culture 

Justesse 
La droite de calibrage entre les résultats obtenus par cette méthode et ceux obtenus par la méthode de rkférence (dé- 
nombrement après culture) est : 

log (méthode de réf.) = 0,89 log (méthode rapide) + 0,03, pour les produits laitiers 

avec PE = 1,01 log ; 

log (méthode de réf.) = 1 ,O6 log (méthode rapide) + 0,19 pour les produits carnés -j 

avec PE = 3934 log. 

Fidélité 
- Répétabilité : elle est différente selon les produits auxquels elle s'applique : 

- produits camés et végétaux : r = 0,44 log (r = 0.33 log pour la méthode de référence) ; 
- produits laitiers : r = 0,32 log (r = 0,23 log pour la méthode de référence). 

- Reproductibilité : R est compris entre 0,22 log et 1,25 log. 

Cette méthode a reçu une validation pour tous produits d'alimentation humaine : attestation de validation de méthodes 
rapides d'analyse suivant la norme NF V 03 100 (AFNOR : numéro d'attestation 3M 0114-09192) 

- Petrifilm coliformes 
Le milieu de culture est un milieu VRBL contenant des inhibiteurs : sels biliaires et cristal violet, additionné d'un 
indicateur TTC dont la réduction par les coliformes non inhibés donne une coloration rouge aux colonies. 

Justesse 
La droite de calibrage entre les résultats obtenus par cette méthode et ceux obtenus par la méthode de rkfkrence est : 

log (méthode réf.) = 1,01 log (méthode rapide) + 0,14, pour les produits laitiers avec PE = f0.52 log 

log (méthode réf.) = 0,82 log (méthode rapide) + 032, pour les autres produits avec PE = 1,lO log 

Fidélité 
- Répétabilité : elle est différente selon les produits auxquels elle s'applique : 

- produits camés et végétaux : 

r = 0,48 log (r = 1,04 log pour la méthode de référedk) 

- produits laitiers : 

r = 0,30 log (r = 0,38 log &ur la'&éthode de référenceF 

- Reproductibilité : R = 0,84 log. 

Cette méthode a reçu une validation pour tous produits d'alimentation humaine : attestation de validation de méthodes 
rapides d'analyse suivant la norme NF V 03 100 (AFNOR : numéro d'attestation 3M 0112-09189). 

- Autres Petrifilms 
- Petrifilm pour la numération des Enterobacteriaceae. 
- Petrifilm haute sensibilité pour la numération des coliformes en faible nombre (HSCC). 
- Petrifilm Série 2000 pour la numération rapide des coliformes. 
- Petrifilm levures et moisissures : celui-ci utilise un milieu OGA (oxytétracycline-glucose-agar) et un gel soluble à l'eau 

froide ainsi que des antibactériens et un indicateur coloré BCIP (5 bromo-4 chloro-3 indoxyl phosphate) qui précipite sous 
- - 

forme d'un composé bleu, par action de la phosphatase, enzyme produite par les levures et moisissures. Les levures donnent 
- - 

donc des petites colonies bleu-vert et les moisis- 
sures des colonies larges aux couleurs variables 
et possédant un centre plus foncé. 

Ces dernières applications n'ont pas reçu d'at- 
testation AFNOR. 

1.2.5.3. Ensemenceur spiralB 
Principe 

C'est un système semi-automatique qui consiste 
à déposer I'inoculum, par l'intermédiaire d'un 
stylet creux, au centre de la boîte contenant le 
milieu gélosé, puis à déplacer en spirale (spirale 
d'Archimède) ce stylet distributeur d'inoculum ; 

Fig. 7 - Exemples de répartition des colonies 
(photogruphiesfourniPspur Interscience) 

au total, 50 pL sont déposés. La densité du dépôt varie dans un rapport de 1 à 103 OU 104 depuis le centre jusqu'à la périphérie ; 
cette décroissance permet la séparation des colonies en périphérie (Fig. 7). 
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Après incubation, la concentration est déterminée par le rapport entre le nombre de colonies et le volume de l'échan- 
tillon contenu dans le secteur de la boîte où le dénombrement a été fait. 

Dénombrement 
Seuls servent au dénombrement les secteurs où les colonies sont convenablement espacées ; le comptage est réalisé manuel- 
lement à l'aide d'une grille qui divise la surface de la boîte en secteurs concentriques de plus ou moins grande surface (Fig. 8). 

Secteur 3c - 0.00054 mL Secteur 3c - 0,001 37 rnL Secteur 3c - 0,00264 mL 

Secteur 4c - 0,00457 mL Secteur 4c - 0.075 mL Secteur 4c - 0,0123 m l  

Fig 8 - Grille de comptage (schémafournipar Interscience) 

À chaque surface délimitée par la grille correspond un volume d'échantillon. 
Afin de compenser toute irrégularité dans la distribution des colonies, les surfaces équivalentes des secteurs opposés 
sont comptées. On dénombre les colonies du secteur choisi. Si le nombre de colonies du secteur est supérieur à 20, ce 
nombre est noté pour le volume du secteur. Si le nombre de colonies du secteur choisi est inférieur à 20, on continue sur 
le secteur suivant et le nombre trouvé correspond au volume des deux secteurs. 

I EXEMPLES 
Si pour le secteur 3c on dénombre N = 28 colonies, ces 28 colonies proviennent deV = 0,54 pL. 
Si pour le secteur 3c on dénombre 15 colonies, on poursuit la numération sur le secteur 3b ; 
on dénombre alors 15 + 19 = 34 colonies provenant d'un volume de 1,37 pL. 

Expression du résultat 
Soit n, et n, colonies dénombrées sur une surface correspondant à V mL, 
alors N (nombre de microorganismes par mL d'échantillon) s'exprime par : 

1 

I ~ Z M P L E  
21 et 16 colonies sur secteur 4a de 12,3 : 

1 
N=37.-  

0,0123 

N = 3.1 O3 colonies/rnL 
Un compteur laser peut être associé à 1'Ensemenceur spiral@ et, dans ce cas, le dénombrement se réalise automatique- 
ment par détermination de la surface contenant 100 colonies numérées. 

Applications 
Cette méthode a été normalisée par l'AFNOR : « Ensemencement et dénombrement des microorganismes à l'aide du 
système spiral » (norme NF V 08 100, octobre 1987) 



Elle présente une grande concordance avec la méthode de référence : moins de 5 % de risque d'erreur entre la méthode avec 
Ensemenceur spiral@ et la méthode de dénombrement en surface d'un milieu gélosé, et ce pour différents microorganismes. 

Ensemble des 

X 
2,o 3 ,O 4,O 5.0 6,O 

standard 
1% 

Fig. 9 - Droite de concordance entre des dénombrements d'aérobies mésophiles par 1'Ensemenceur spiralQ et par la 
méthode standard (courbefournie par Interscience) 

De plus, la méthode est reproductible. Pour 20 essais réalisés en parallèle par la méthode de référence et par la méthode de 
1'Ensemenceur spiral? l'écart type est de 0,066 pour la première et de 0,069 pour la seconde, avec une moyenne identique. 
Le maximum de sensibilité est obtenu pour des populations inférieures à IO5 - 106 microorganismes/mL. 
C'est une méthode très adaptée pour les prélèvements d'aliments liquides homogènes, mais qui a été étendue à tous 
produits d'alimentation humaine. 
Elle présente l'avantage d'éviter les dilutions successives de l'échantillon et assure une rapidité de distribution de 
l'échantillon. 
AES Laboratoire commercialise un ensemenceur automatique en spirale WASP. 

1.2.5.4. Autres méthodes dérivées de la méthode standard 
Méthode des gouttes 

Il s'agit de déposer, à la surface d'un milieu gélosé convenable et bien sec, des microgouttes calibrées (de 10 à 15 pL) 
des dilutions choisies de l'échantillon (8 microgouttes au maximum par boîte de 90 mm de diamètre). 
Le dénombrement des petites colonies se fait après incubation de 18 heures environ. 
L'avantage de cette méthode est de réduire le nombre de boîtes de milieu gélosé nécessaires au dénombrement. 
La limite de comptage est de 50 microcolonies par goutte. 

Lames et bandes immergkes 
Les milieux gélosés sont placés à la surface d'une lame ou d'une bande, le tout étant conservé en tube protecteur stérile. 
La lame est immergée dans l'échantillon à analyser, la capacité d'absorption du milieu est connue ; si l'échantillon à 
examiner est peu abondant, il peut être répandu sur le support (lame ou bande). 
Les milieux de culture permettent soit le développement des << microorganismes totaux », soit le développement sélec- 
tif des coliformes, soit le développement sélectif des levures et moisissures. 
Sur une même lame peuvent être combinés deux milieux. 
L'incubation dans le tube stérile est de 24 à 48 heures pour les bactéries ; de 48 à 72 heures pour les levures et moisissures. 
Le dénombrement des colonies se fait par comparaison avec des lames ou bandes témoins de contamination présentant 
des populations allant de 102/mL à 105/mL pour les bactéries, de 10' à 104/mL pour les levures et moisissures. 
Les avantages sont évidemment la simplicité (ne nécessite pas d'équipement lourd) et la rapidité. 



Chapitre III - Mhthodes de quuntzjîcation des populations contaminantes 

Il existe de nombreuses applications en agroalimentaire, pour les liquides et les épices par exemple. 
Plusieurs fabricants proposent de tels systèmes : 
- Hygicult : Total bacterial count, Yeasts and fungi Orion Diagnostica Espoo Finland ; 
- Biotest Hycon ; 
- AES ; 
- Millipore. 

1.2.6. Application du dénombrement en milieu solide : manipulations 
"- - -  ---- -. - -  --- - 

1 Se reporter aux manipulations suivantes : -P 
- 1 : Dénombrement après culture en milieu gélosé de la flore tode aérobie du lait paste& conditionné 
- 2 : Dénombrement après culture en profondeur d'un milieu gtlosé de spores de microorga- 

nismes anaérobies sulfitoréducteurs dans les algues alimentaires 
- 3 : Dénombrement après culture en s d c e  d'un milieu gélosé de Stupt!ylococrwaumdans le lait sec 
- 4 : Dénombrement par culture après filtration sur membrane des streptocoques du groupe D 

dans une eau destinée à la consommation humaine 
- 5 : Dénombrement après culture sur Petrifilm de E. coli dans les fromages à pâte molle au 

lait cru et au lait traité thermiquement 
- 6 : Dénombrement à l'aide du Svstèrne spirala des coliformes thermotolérants dans la chair 

à saucisse crue 

1.3. Méthodes de dénombrement en milieu liquide 

1.3.1. Principe de ces méthodes 
Un microorganisme présent dans un aliment ou dans une suspension de cet aliment, mis en culture dans des conditions 
optimales, en milieu liquide convenable, s'y développe en donnant un trouble ou en provoquant une modification 
visible du milieu. La lecture est de type binaire : 
- résultat négatif lorsqu'on n'observe ni trouble ni modification. On conclut alors qu'il y a moins de un microorga- 

nisme présent dans le prélèvement ; 
- résultat positif lorsqu'on observe un trouble ou une modification. On conclut alors qu'il y a au moins un microorga- 

nisme présent dans le prélèvement. 
Que le prélèvement contienne 1, 10. 100, 1 000.. . microorganismes, le résultat est positif, d'où la nécessité d'effectuer 
des dilutions successives du prélèvement de façon à obtenir une prise d'essai contenant moins de un microorganisme et 
donnant donc un résultat négatif. 

Soit n le nombre de microorganismes dans la prise d'essai considérée : 

On augmente la précision de la méthode en multipliant le nombre d'essais pour chaque dilution testée. 
Ainsi, pour une dilution, un seul essai donnera un nombre n tel que : 1 ,O > n > 9,9, alors que trois essais donneront pour 

Dilution 10° 
( 1 0 < n <  100 

chaque essai un nombre n tel que : 0,33 > n > 3,33. 
La méthode repose sur la répartition aléatoire des microorganismes dans le prélèvement. Chaque fraction du prélève- 

Résultat 
w 

IV' / Résultat 
l à 9  ( + 

Résultat 
- 

ment contient un nombre de microorganismes se répartissant autour du nombre moyen avec une probabilité différente 
(loi de Poisson). 

IO-' 
< 1 

I 
EXEMPLE 
Si la concentration est égale à 10 microorganismes par mL, chaque fraction de 1 mL de préle- 
vement contient : 

O 1 2 10 11 12 20 
avec une probabilitt : croissante max décroissante 

10" 

La loi de Poisson permet, pour un test donné connaissant le nombre de réponses positives obtenues, de déterminer le 
NPP (nombre le plus probable) en utilisant une table numérique. 

Résultat 1CP 



1. Dénombment après culture 

1.3.2. Méthode standard 
C'est une méthode techniquement très lourde mais utilisée lorsque les bactéries cultivent difficilement en milieu gélosé, 
lorsque le nombre de bactéries présentes dans l'échantillon est faible et nécessite que soient testés des grands volumes. Dans 
cette technique, on peut choisir 10 mL comme volume de prélèvement en utilisant alors un milieu double concentration. 

Choix du ixiode opératoire 
Il figure dans les directives générales pour les examens microbiologiques NF ISO 72 18 de mai 1996. 
- Choix du volume de prélèvement inoculé : très souvent 1 mL, parfois 10 mL - on utilise alors un milieu deux fois 

concentré afin d'éviter une trop forte dilution du milieu. 
- Choix du milieu : 

- soit simple milieu de croissance sans indicateur particulier ; la présence de germes se traduit par un trouble ; 
- soit milieu d'identification rendu sélectif du microorganisme à quantifier ; sa présence se manifeste par le virage 

d'un indicateur traduisant, par exemple, l'acidification du milieu. 
- Choix des dilutions à tester : il dépend de la population estimée, le but étant d'obtenir une dilution contenant moins 

de 1 microorganisme et une dilution contenant plus de 1 et moins de 10 microorganismes. 
- Choix du nombre d'essais par dilution : en général 3. parfois 5 si une précision plus importante est demandée. 

1.3.3. Résultats 

1.3.3.1. Combinaisons caractéristiques 
Résultats bruts : 

On regroupe les résultats obtenus pour chaque dilution et on affecte le chiffre 1 à chaque réponse +, le chiffre O à 
chaque réponse -. 

' Dilution 

Résultats 

C'est l'assemblage par trois de ces chiffres caractéristiques qui permet d'utiliser la table statistique : 3 3 2 1 O peut 
donner : 332 ; 321 ; 210. 
Comment choisir la combinaison de trois chiffres permettant d'utiliser la table ? Plusieurs règles existent. 

Dilution 

Résultats 

Une dilution au moins présente trois tubes positifs 
Choisir la plus forte dilution donnant 3 et les deux suivantes, la combinaison de trois chiffres commence donc par trois. 
Dans l'exemple : 3 3 2 1 O. On choisit 3 2 1. 
Si l'on a choisi la plus forte dilution donnant 3 et les deux suivantes et qu'il existe une dilution plus forte donnant un 
chiRre différent de O, on ajoute ce chiffre à celui obtenu pour la dilution précédente : 3 3 2 1 1 0. 
On choisit 3 2 1 + 1, soit 3 2 2 (ne figure pas dans la nomle ISO rnais dans la norme AFNOR spéciJique eau NF T 90 413). 
S'il n'a pas été préparé suffisamment de dilutions au-delà de la dilution la plus forte donnant trois tubes positifs, on 
choisit alors les trois dilutions les plus fortes : 3 3 3 1. On choisit 3 3 1. 

10 -"  
+ + +  

Aucune dilution ne révèle trois tubes positifs 
Choisir les trois dilutions les plus fortes dont au moins une présente un résultat positif : 2 2 1 1 O. On choisit 1 1 0. 
Si aucune dilution ne donne 3, choisir les trois dernières dilutions donnant un résultat non nul : 2 2 2 2 O 0. 
On choisit 2 2 2 (n'existe plus dans la norme ISO). 
Si une seule dilution donne un résultat non nul, la choisir ainsi que la suivante : O 1 O O. On choisit 10 (n'existe plus 
dans la norme ISO). 

10 - '"+2) 

+ + -  
I O - ( " + ~  

+ + +  

10 -" 
3 

Au moins deux dilutions révèlent trois tubes négatifs 
Choisir la dilution la moins forte donnant un résultat nul et les deux dilutions précédentes. 

EXEMPLES 
Exemple : 3 2 1 O O. On choisit 2 1 0. 
Exemple : 2 2 O 1 O. On choisit 2 2 0. 

10 -("+3) 

+ -- 

10 -("+ 1 )  

3 

Seule la première dilution révèle un o u  des tubes positifs 
Choisir cette dilution et les deux suivantes : 2 O O O O. On choisit 2 O 0. 

~ o - I ~ ' + ~ J  

- - - 

10 -("+3) 

O 

10 -m+x 

2 

] O - I n + 3 )  

1 
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1.3.3.2. DCtermination du NPP 
Anaiyse de la séquence de chiffres obtenue 

Les séquences de trois chiffres sont classées en quatre catégories selon leur probabilité de « sortie » ou probabilité 
d'occurrence : la catégorie 1 concerne les résultats ayant le plus de chance d'être obtenus, puis, dans l'ordre, les 
catégories 2 et 3 ; la catégorie O concerne les résultats qui n'ont qu'une « chance » infime d'être obtenus. 

I EXEMPLE 
3 2 1 est en catégorie 1, de même que 2 1 O ou 1 O O, alors que 1 3 O ou 2 3 1 sont en catégorie 2 ou 3. 

La séquence de trois chiffres qui a été obtenue permet-elle de déterminer un résultat statistiquement valable ? Cela 
dépend du nombre de tests réalisés sur l'échantillon sur lequel est pratiqué le dénombrement, et de la décision d'accep- 
ter ou non des résultats de catégorie 2 ou 3. 

EXEMPLE 
1 O O ou 2 O O ou 3 1 1 sont toujours, quel que soit le nombre de tests réalisés, en catégorie 1, 
le résultat est toujours statistiquement acceptable. 

2 2 1 est: 
- en catégorie 1 lorsque 10 tests ont été réalisés et ont donné la séquence 221 ; 
- en catégorie 2 lorsque 5,3, ou 2 tests ont été réalisés et ont donné la séquence 221 ; 
- en catégorie 3 lorsque un seul test a été réalisé et a donné la séquence 22 1. 

Ce résultat permettra donc de déterminer un NPP selon la décision d'accepter ou de refuser les catégories 2 et 3. 

Lecture du NPP dans la table 
Le NPP est lu dans une table ; il correspond à un nombre de microorganismes dans un volume donné qui est précisé 
dans les formules de calcul. 
Cas le plus général de trois 

Tableau 3 - Tableau B1 de l'annexe de la norme ISO 7218 

62 

essais par 

NP 

< 0,30 
0,30 
0,30 
0.6 1 
0,62 
094 
0.36 
0.72 
1,1 

0.74 
1,1 
1.1 
1,5 
1,6 

0,92 
1.4 
2.0 
1.5 
2,O 
2.7 
2,1 
2.8 
3,s 
2.9 
3,6 
2,3 
3.8 
6,4 
4.3 
7.5 
12 
16 
9.3 
15 
2 1 
29 
24 
46 
1 I O  

>I l0  

dan5 le 
sources de 

Nombre 

O 
O 
O 
O 
O 
O 
1 
1 
I 
1 
I 
I 
I 
I 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 

3 

Note . Leî 
résultats. II 

de dsuitats 

O 
O 
I 
1 
2 
3 
O 
O 
o 
1 
I 
2 
2 
3 
O 
O 
O 
I 
I 
1 
2 
2 
2 
3 
3 
O 
O 
O 
1 
1 
1 
1 
2 
2 
2 
2 
3 
3 
7 
3 

limites de 

dilution testée, on peut utiliser le tableau B 

positifs 

O 
O 
0 
1 
O 
O 
O 
1 
2 
O 
I 
O 
I 
O 
O 
1 
2 
O 
I 
2 
O 
1 
2 
O 
I 
O 
1 
2 
O 
1 
2 
3 
O 
1 
2 
3 
O 
1 
2 
3 

confiance données 

lde l'annexe de la norme ISO 7218. 

existera toujours d'autres 

> 9 5 %  
0.00 
0.01 
0,O 1 
0.12 
0,12 
0,35 
0.02 
0,12 
0,4 
0,13 
0.4 
0-4 
0.5 
0-5 
0,IS 
0.4 
0.5 
0,4 
0 5 
0.9 
0.5 
0.9 
0.9 
0.9 
0 Y 
0.5 
0,9 
1.6 
0 9 
1.7 
3 
3 

1 3  
3 
7 
9 
4 
9 
20 

L'influence des 

Catégorie 

1 

3 
2 
O 
3 

4 O 
1 
2 
O 

$ 1 
3 

?lk 2 
3 
3 
1 
2 
O 
1 
2 
O 
1 
3 
O 
3 
O 

1 
% 3 

1 
3 1 

3 
O 
1 

. ~ & 1  
2 
3 
1 
I 
I 

tableau BI ne 
variations qui pourront, quelquefois, être importante$ 

losque 

2 

2 
I 
3 
2 
O 
1 
2 
O 
1 
3 
2 
3 
3 
1 
1 
3 
1 
2 
3 
1 
2 
O 
2 
3 
1 
1 
3 
1 
1 
2 
O 
I 
1 
1 
3 
I 
I 
I 

sont destinés 

le nombre 

3 

2 
I 
3 
2 
O 

I 
1 
O 
1 
2 
1 
3 
3 
I 
1 
1 
1 
1 
3 
1 
2 
O 
2 
3 
1 
I 
2 
1 
1 
2 
O 
1 
1 
I 
3 
1 
1 
1 

qu'à fournir 

Limites de 

> 9 5 %  
0,94 
0.95 
1 ,O0 
1.70 
1,70 
3.50 
1.70 
1.70 
3,s 

2.00 
3,s 
3.5 
3,s 
3,8 
3,50 
3.5 
3,s 
3.8 
3,s 
9.4 
4.0 
9.4 
9.4 
9,4 
9.4 
9.4 
10.4 
18.1 
18,l 
19.9 
36 
38 

36,O 
38 
40 
99 
99 
198 
400 

vanations 

d'essais 

5 

2 
I 
3 
2 
O 
I 
I 
3 
I 
2 
1 
3 
3 
I 
1 
3 
1 
I 
3 
I 
2 
O 
2 
3 
1 
1 
2 
1 
1 
2 
3 
1 
I 
I 
2 
1 
1 
I 

quelques 

confiance 

> 9 9 %  
0,OO 
0.00 
0,W 
0.05 
0,05 
O,l8 
0,O 1 
0,05 
0,2 
0,06 
0,2 
0 2  
0.2 
0.2 
0.07 
0,2 
0.2 
0.2 
0.2 
0.5 
0.2 
0.5 
0.5 
0.5 
0,s 
0'3 
0.5 
1 .O 
0,s 
1.1 
2 
2 
1,2 
2 
2 
5 
3 
5 
10 

statistiques sur les 

est de 
10 

1 
1 
3 
I 
3 
I 
1 
3 
1 
2 
1 
2 
2 
1 
1 
3 
1 
I 
3 
I 
1 
3 
1 
3 
1 
1 
2 
I 
I 
I 
3 
1 
I 
1 
2 
I 
1 
1 

1 

notions de 

> 9 9 %  
1.40 
1.40 
1.60 
2.50 
2,50 
4,60 
2,50 
2.50 
4 6  
2,70 
4.6 
4.6 
5 2  
5.2 
460 
4,6 
5 2 
5-2 
5 2  
14.2 
5 h 
14.2 
14.2 
14.2 
14.2 
14.2 
15.7 
25.0 
25,O 
27.0 
44 
52 

43,O 
52 
56 
152 
152 
283 
570 



1. Dénornbment aprks culture 

À une séquence de trois chiffres correspond un NPP. 

~ P L E  

Séquence + NPP 
220 4 2,l 
331 + 46 

Expression du résultat 
Elle peut différer selon la norme utilisée. 
Selon la norme NF ISO 483 1 directives générales pour le dénombrement des coliformes de juillet 1991 (classement V 
O8 016). 

NsM = NPP. --- 
d . V  

NPP = NPP lu sur la table. 
d = dilution correspondant au premier chiffre caractéristique : dilution la plus faible. 
V = volume de la prise d'essai en mL. 
Ns, = nombre de microorganismes par mL de suspension mère. 

Chiffres retenus : 33 1. 
NPP = 46. 
V =  1 mL. 

EXEMPLE 

1 
Application numérique : N = 46. = 4,6.1 02 

10-1 . 1 
Suspension mère réalisée par dissolution dans VsM = 100 mL de rn = 1 g de produit : 

Dilutions 

Chiffres caractéristiques 

1 O0 
N = 4,6.102 - = 4,6 . IO4 microorganismes/g de produit 

1 

10-1 

3 

10-~ 

3 

Selon la norme ISO 721 8 de mai 1996 : 

1 G 
Cs=M.F.V,.--- 

do 

lo9 
1 

Cs = NPP de microorganismes dans le volume de référence V,. 
Vs = volume de référence choisi pour exprimer la concentration en microorganismes (1 mL ou 100 mL). 
do = dilution de base : dilution la plus faible de la suspension mère (celle du premier chiffre retenu pour le coefficient NPP). 
M = NPP lu dans le tableau, et ce pour la dilution do. 
F = taux de dilution correspondant à la dilution de la suspension mère, exprimable par : 

avec V et m respectivement volume ou masse du prélèvement ayant servi à constituer la suspension mère. La formule 
devient alors : 

vs 1 VSM 
1 m 

CS = M . Vs.-.- OU CS = M .  V,.-.- 
do do 

EXEMPLE 

Dilutions 

Chiffres caractéristiques 

Chiffres retenus : 310 
Catégorie 1. 
M = NPP 4,3. 
do = dilution de base (dans l'exemple = IO-'). 
Vs = 1 mL. 

10-1 

3 

lo4 
O 

10-2 

3 

10-~ 

1 



Chapitre III- MPthodes de quantiJication des popukations contaminantes i 

I 
F = 1 suspension mère = échantillon pour essai. 

1 
C s = 4 , 3 . 1 . 1 .  - 

1 

Cs = 4,3.1 O2 mL-'. 

- Dans le cas où la dilution de base correspond à la dilution préparée par ensemencement de 10 rnL dans un milieu 
double concentration, diviser préalablement M par 10. 

- Si aucune dilution n'a donné de résultat positif, coefficient NPP < 0,3. Le résultat est exprimé par : moins de 1 
microorganisme dans 1 mL. 

Limites de confiance 
Elles donnent l'encadrement du NPP obtenu avec une probabilité de 95 % ou de 99 % (probabilités données par le 
tableau B 1 de la norme ISO). 

I EXEMPLE 
Pour un NPP de 2,l : 0,5 à 4,O avec une probabilité de 95 % ; 

0,2 à 5,G : avec une probabilité de 99 % ; 
et ce pour trois essais par dilution. 

On peut resserrer les limites de confiance en augmentant le nombre d'essais par dilution. 

EXEMPLE 
Pour un NPP de 2,l : 0,7 à 3,9 avec une probabilité de 95 % ; 

0,5 à 5,2 mec une probabilité de 99 % ; 
et ce pour cinq essais par dilution. 

C'est une méthode moins précise que les méthodes de dénombrement après culture en milieu solide mais plus sensible 
puisqu'elle permet de détecter 1 microorganisme. 

1.3.4. Variantes de la méthode standard 
La méthode peut être miniaturisée en microplaque. L'avantage par rapport à la méthode standard est que l'on peut 
multiplier le nombre d'essais par dilution (8 ou 12) et adapter les dilutions (niveaux et raison) : flexibilité et rapidité. 
Application : coliformes en eau de rivière. 

1.3.5. Application du dénombrement en milieu liquide 
-"-- - - -- -. 

1 r ~ e  reporter à la manipulation 7 : Dénombrement après culture en milieu liquide des coliformes 
1 dans les quenelles fraîches. 

.. - .. . - - - - -. - --- - - . --- - - - -- - -- _I 

2.  Dénombrement direct des cellules à l'aide d'un microscope : 
la cytométrie 

LRs différentes méthodes de cytométtie ont pour finalité de mesurer certaines caractéristiques des cellules vivantes ou mortes et 
également de les dénombrer. La cytométrie permet, en particulier, de dénombrer les levures et les bactéries présentes dans une 
suspension. Lacytométne fait appel à divers types de matériel : les modalités de présentation des cellules à dénombrer changent 
selon les méthodes ainsi que les systèmes de récupération et d'analyse de l'information. La présentation des cellules peut se faire 
sur lame (microscopie classique), sur filtre (cytométrie sur filtre ou CSF), en tube capillaire (cytométrie en flux ou CMF). 
Compte tenu de la taille microscopique des cellules, il est toujours nécessaire d'effectuer un grossissement à l'aide 
d'un microscope optique pour pouvoir les observer et les dénombrer. Il est possible de différencier les cellules vivantes 
des cellules mortes par utilisation d'un fluorochrome et analyse par un microscope à épifluorescence. 
Toutes ces méthodes requièrent de travailler sur un échantillon représentatif de la suspension, obtenu par prélèvement 
après homogénéisation, éventuellement sur plusieurs échantillons si une grande précision est recherchée. 

2.1. Dénombrement en cellule (ou lame) de comptage 

2.1.1. Principe 
Le principe du dénombrement consiste à prélever l'échantillon à numérer et à le placer dans un volume connu contenu dans 
une cellule de comptage d'une lame microscopique en verre, délimité par la fixation d'une lamelle plane. 



2. Dénombrement direct des cellules à L'aide d u n  microscope : la cytométrie 

Le volume total de la cellule est précis, connu et déterminé par la surface totale s du quadrillage (s = 1 mm2 par 
exemple), et par la profondeur entre le quadrillage et la lamelle (p = 0,l  mm par exemple). On peut y emprisonner un 
volume de suspension (VIOt = p.s = 0.1 mm3 dans cet exemple). Les lames diffèrent par la valeur de la profondeur et la 
nature du quadrillage (n : nombre de volumes unitaires définis par la surface unitaire du quadrillage et la profondeur). 
Sur la surface totale s de la cellule est tracé un quadrillage défini pour chaque type de cellule. 

Vue de dessus Vue de profil 
Plateaux latéraux plateau central 

Plateaux latéraux 
Lamelle 

- 

- 7 -- 

Plateau central 

- - avec quadrillage 
-t----- 

Lamelle 
Fig. 10 - Schéma d'une cellule à numération avec deux quadrillages 

Il suffit de compter sur un échantillon représentatif de volumes unitaires et de faire la moyenne. 
Il est, de plus, possible de différencier les cellules vivantes des cellules mortes par l'utilisation de colorants comme le bleu de 
méthylène de Funk. Ce colorant pénètre dans les cellules : il sera réduit sous forme incolore dans les cellules en activité. Les 
cellules mortes, ne possédant pas d'activité réductasique, ne modifieront pas le bleu de méthylène qui restera bleu. 

2.1.2. Matériel et méthodologie 
Les cellules les plus fréquemment utilisées sont la cellule de Malassez et la cellule de Thoma. 

I mm 2.5 mm 
/ L - 

r- ----- -- -- 
- L-lLJ 

+ + Cellule de Thorna 
Cellule de Malassez 

0.20 m m  (ZOO pm) 

Fig. 11  - Représentation des quadrillages de deux cellules à numération 

2.1.2.1. Caractéristiques des cellules à numération 

n : nombre de volumes unitaires contenus dans le volume total de la cellule correspondant aux « rectangles » 
ou « aux carrés » unitaires du quadrillage. 
slol (mm2) : surface totale du quadrillage. 
p (mm) : profondeur. 
VI",= p.slOl : volume total de la cellule de comptage (mm3). 

Le seuil de détection est la concentration minimale en rnimrganismes permettant une détemination satisfaisante. Le qua- 
drillage de la cellule de Malassez possède 100 rectangles dont 25 sont divisés en 20 petits carrés pour faciliter le comptage. 

Celliile de Malaasel. m rectangle^) 

Cellule de Thoma (carrés) 

p (mm) 
0.2 

0.1 

stol (mm') 
5 

I 

Vtt,[ (mm') 
1 

O, 1 

n 
100 

400 

Seuil (unitéslrnL) 
10 ' 

1 O" 
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2.1.2.2. Mode opératoire 
- Prévoir de diluer la suspension de façon à obtenir 10 à 100 cellules par rectangle ou carré unitaire du quadrillage. Il 

est possible d'utiliser un agent mouillant (Tween. laurylsulfate de sodium) pour éviter les agrégats : c'est le cas des 
bactéries en amas (Staphylococcusj ou celui des levures. 

- Ajouter du formol à 10 92 pour immobiliser les bactéries mobiles. 
- Colorer éventuellement la suspension avec du bleu de méthylène de Funk dont la composition est la suivante : 

- Bleu de méthylène à 0.2 % pour coloration vitale : 100 mL 
- Tampon phosphate pH 7 : 100 mL 

(Tampon phosphate pH 7 : volume de KyP04 à 0,l mol. L-' soit 13,6 17 g.L-' ; 2 volumes de Na, HPO, à 0,l mol. L-' soit 
17,814 g.L-') 

Technique d'utilisation de la cellule de comptage 

Faire adhérer la lamelle aux plateaux latéraux en appuyant avec les pouces et en pratiquant un mouvement de va- 
et-vient jusqu'à perception d'une résistance (franges irisées). 
La suspension, après homogénéisation, est introduite par capillarité en plaçant la pointe de la pipette inclinée 
près de la lamelle. 
Une observation à l'état frais à l'aide d'un microscope optique (objectif 40) est ensuite effectuée. 
Vérifier la répartition homogène des cellules en comptant dans les quatre angles et au centre du quadrillage. 
Effectuer le dénombrement sur une dizaine de carrés ou rectangles unitaires, en comptant les éléments à cheval 
sur les limites dans deux des limites sur les quatre. 

2.1.2.3. Dénombrement - Avantages et inconvénients de la méthode 
Pour obtenir un résultat statistique satisfaisant, on compte au moins 10 et au plus 100 cellules par unité de surface 
(« rectangle ») sur une dizaine de carrés. 
La moyenne est ensuite effectuée, et on calcule la concentration en microorganismes de la suspension par la formule 
suivante : 

nmuy: nombre moyen de cellules par rectangle. 
n : nombre de volumes unitaires contenus dans le volume total de la cellule correspondant aux « rectangles >> 
ou « aux carrés » du quadrillage. 
V,", = p x s : volume total de la cellule de comptage (mm3). 
N : nomb- de microorganismes par mL. 

Le seuil de détection est plus ou moins petit selon la cellule utilisée. 
Cette méthode est plus adaptée pour des cellules de grande taille comme les levures, car les bactéries sont difficiles à 
observer à l'objectif 40. Cette méthode est rapide à mettre en œuvre et nécessite peu de matériel spécifique. Elle est 
cependant un peu laborieuse lorsqu'il s'agit de dénombrer des bactéries. 
Les erreurs sont essentiellement dues à une mauvaise homogénéisation de la suspension. 

2.2. Méthode de Breed : DMC (Direct Mirroscopic Count) 

2.2.1. Principe 
Cette méthode consiste à déposer un volume connu V = 0,01 mL, soit 10 PL, de suspension prélevés à l'anse calibrée 
sur une surface délimitée de la lame et de réaliser un frottis (Sfrotus = 1 cm2). 

2.2.2. Mode opératoire 
Après fixation et coloration, différentielle ou non, du frottis (Gram ou bleu de méthylène), on ajoute de l'huile à 
immersion ; la lame est observée à l'objectif x 100. Le nombre de bactéries par champ est compté sur un nombre de 
champs compris entre 20 et 50. 
11 faut déterminer la surface réelle d'un champ microscopique. On peut utiliser une lame micrométrique qui permet de 
mesurer le diamètre D du champ microscopique à l'objectif 100 (D en cm de l'ordre de 0,13.10-3cm à 0,21.10-3cmj. 
On détennine le nombre moyen de microorganismes par champ (nmov). 



2. Dénombrement direct des cellules à laide d'un microscope : la qtomérrie 

2.2.3. Dénombrement - Avantages et inconvénients de la méthode 
Le résultat peut s'exprimer à partir de la formule suivante : 

-9% 

N =  nmoy . Strotris 

nmoy: nombre moyen de cellules par champ (microorganismes). 
71.D' 

'champ : exprimé en cm2 ; D est le diamètre du champ (cm). 
4 

SfmniS : surface d'étalement du frottis (cm2) ; S lcm2. 
V : volume de prélèvement (mL). 
N : concentration en microorganismeslml. 

Cette méthode, pour être utilisée, présente quelques points délicats à respecter : 
- la suspension doit être bien homogénéisée avant le prélèvement ; 
- la distribution est rarement homogène sur toute la surface, il est donc important de compter sur un nombre suffisant 

de champs ; 
- elle ne permet pas de différencier les bactéries mortes des vivantes. Il peut aussi exister des confusions avec des 

particules de l'aliment étudié, en,trajnant-une -ciIr par ~ V C O Z  ; , " , C L  ..a..* ^'-------- 

- les résultats sont toujours supérieurs à ceux obtenus par la méthode de référence (dénombrement par culture sur 
milieu solide). 

Le seuil de détection par cette méthode peu sensible est de 1 P  à 106microorganismes/mL. (pour n = 1 et s = 10-3cm2). 
Cette méthode a été appliquée pour le contrôle du lait cru, pour dénombrement de  la flore totale. 
Elle présente l'avantage évident d'être rapide et simple à mettre en euvre, sans appareillage particulier ni incubation ; 
elle engendre cependant un fatigue oculaire importante. Elle peut être améliorée par des sondes fluorescentes spécifi- 
ques et l'observation au microscope à épifluorescence. 
La mauvaise sensibilité de cette technique est un inconvknient : elle ne permet pas de détecter une faible contamina- 
tion. C'est également une méthode peu précise, qui manque de reproductibilité. Le résultat doit être considtré comme 
une estimation du nombre de microorganismes. 
Cependant, la rapidité du résultat par observation directe au microscope a stimulé la mise au point de techniques 
permettant de détecter par observation directe des produits faiblement contaminés. 

2.3. Méthode par cytométrie sur filtre (CSF) et observation par 
épifluorescence DEFT (Direct EprfluorescentfiLter technique) 

2.3.1. Principe 

2.3.1.1. Filtration sur membrane en polycarbonate 
Comme pour les méthodes de dénombrement après culture, il est possible 
de tester un grand volume d'échantillon afin d'améliorer la sensibilité et de 
pouvoir détecter des faibles concentrations en microorganismes. 
Il existe une méthode de filtration sur membrane en acétate de cellulose de 
porosité 0,2-0,6 pm retenant les bactéries et utilisant un dénombrement après 
culture, car lamembrane est déposée sur un milieu de culture adéquat. Après 
incubation, les bactéries forment des colonies qui sont alors comptées. 
Cependant, ces membranes en acétate de cellulose ne permettent pas une lec- 
ture directe au microscope avant culture, car l'observation des bactéries est 
délicate du fait d'une part de la structure non plane de ces filtres qui entraîne 
une mise au point difficile, et d'autre part de la difficulté d'obtenir un con- 
traste suffisant entre le filtre et les bactéries. 
Pour être appliquée à une observation microscopique directe, on utilise 
aujourd'hui des membranes filtrantes planes microporeuses en polycarbonate. 
La structure de ces filtres est très différente de celle des membranes en acétate 
de cellulose (Fig. 12) ; dans ces dernières, 50 % des bactéries pénètrent dans 
l'épaisseur de la membrane. Sur la membrane en polycarbonate, toutes les ~ i ~ .  12 -vue en électronique 
bacttries sont retenues à la surface. De plus, la taille des pores est beaucoup a, membrane en polycarbnate et 
plus régulière et ces derniers se situent tous dans un même plan. d'une membrane en acétate 



Chapitre III - Méthodes de quantijication des populations contaminantes 

Tl devient donc relativement aisé d'observer au microscope les bactéries retenues à la surface de ces membranes, car 
ces bactéries se trouvent toutes sur le même plan focal. 
Cette filtration nécessite un appareillage de filtration sous vide particulier car les filtres commercialisés sont de 2 cm de 
diamètre. 

Fig. 13 - Appareil de filtration pour DEFT Nucléopore@ 

Le système est analogue à ceux utilisés pour le dénombrement par culture après filtration sur membrane suivie de culture. 

2.3.1.2. Amélioration du contraste par coloration avec un fluorochrome 
Pour améliorer le contraste qui permet une bonne lecture 
« à l 'œil », des  techniques de  coloration par un 
fluorochrome, l'acridine orange, suivies d'observation à 

a 
l'aide d'un microscope à épifluorescence, ont été mises 
au point. L'acridine orange donne de bons résultats quant 
à la sensibilité du comptage, elle est de 6 000 microorga- 

Oculaires 

nismes par gramme d'aliment. Ce fluorochrome excité à 
490 nm (couleur bleue) permet de distinguer les cellules 
mortes ou inactives : la structure secondaire des acides 1 . - 7  Filtre secondaire 

nucléiques modifie la longueur d'onde d'émission du 
fluorochrome lorsqu'il s'intercale entre les bases azotées. 
La longueur d'onde d'émission dépend notamment de la \ Miroir dichro que 

structure monocaténaire ou bicaténaire des acides nucléi- 
ques : Source de 

lumi re Filtre d'excitation 
- les ADN bicaténaires fluorescent en vert et sont majori- C I = >  Objectif 

taires dans les cellules inactives ou mortes : le rapport - - 

ARNIADN est faible ; 
- les ARN monocaténaires fluorescent en orange et sont ,.. -. 

1 Pr paration 
majoritaires dans les cellules en croissance : le rapport 
ARNIADN est élevé. Fig. 14 - Représentation schématique d'un microscope à 

épifluorescence 
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2. Dénombrement direct des cellules à laide d'un microscope : la cytométrk 

L'utilisation d'un microscope à épifluorescence (la lumière incidente est dirigée sur la préparation et ne la traverse pas) 
permet de séparer la lumière incidente de la lumière émise. Ce microscope est équipé d'un miroir dichroïque ou filtre 
dichroïque. Ce filtre fonctionne soit comme miroir, soit comme filtre, selon la longueur d'onde du rayon lumineux. Il 
rtfléchit la lumière incidente vers la préparation et laisse passer la lumière fluorescente émise par la préparation, 
jusqu'à un oculaire ou un tube photomultiplicateur (Fig. 14). 

2.3.2. Mode opératoire 
- Une prise d'essai (V mL) d'une dilution convenable de l'échantillon, réalisée en fonction de la richesse de la suspen- 

sion à analyser, est filtrée sur une membrane de surface totale Smembrane adaptée au système de filtration. 
La filtration est effectuée sous vide. 

- Mettre en contact pendant 2 minutes la solution d'acridine orange à 0,25 mg/L en tampon pH6,6, puis effectuer une 
percolation à travers la membrane. 

- Laver avec un tampon citrate à pH3 (et à I'isopropanol si l'échantillon a été prétraité au triton X100). 
- Sécher la membrane. 
- Sur une lame propre, déposer une goutte d'huile à immersion, puis la membrane, puis une goutte d'huile à immer- 

sion, et enfin une lamelle. 
- Observer sous huile à l'objectif x100. 

Pour le lait cru, il est nécessaire de prétraiter l'échantillon comme indiqué dans la manipulation d'application (voir 
manipulation 8). 
Les réactifs utilists sont prtsentts dans cette manipulation. 

2.3.3. Dénombrement - Avantages et inconvénients de la méthode 
On peut alors compter les bactéries ou les levures observées dans un champ. Le nombre de champs à compter dtpend 
de la richesse de la suspension (Tableau 4).  
Afin d'obtenir une bonne corrélation avec la méthode de référence, seules les bactéries ou levures rouge orangé sont 
dénombrées et les amas sont comptés comme une seule unité. 

I UNIT$ 
Cellule ou un groupe de cellules séparé par une distance égale ou supérieure à deux fois le 
diamètre de la plus petite des deux unités les plus proches. 

Nombre d'unités par champ 1 Nombre de champs à compter 
0-10 1 15 1 

On applique la formule de calcul suivante : 

76-100 

> 100 

nmoy : nombre moyen de cellules par champ. 
S mcmhrane : surface de la membrane de filtration (cm2) ; S membrane = 3,2 cmZ. 
VIOL : volume d'échantillon filtré (mL). 

2 

refaire une dilution 

n . D2 
Sdmp: 4 exprimé en cm2 ; D est le diamktre rCel du champ (cm). 

Tableau 4 - Dénombrement des unitCs 

N : concentration en microorganismes (microorganismes /ML). 

Cette méthode peut également être utilisée pour dénombrer et suivre l'évolution quantitative d'un levain. 
Une variante de cette méthode consiste à incuber les membranes sur milieux sélectifs. On peut alors observer des 
microcolonies et IO3 microorganismes/g sont détectables en 8 heures. 
On peut analyser sans dilution des échantillons de lait cru ayant entre 5. 103 et IO6 UFCImL. La méthode DEFT permet 
d'estimer le nombre de bactéries avec une assez bonne précision. 
Cette technique rapide mais fastidieuse (8 à 12 échantillons de lait cru à l'heure) a pu être automatisée. 
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2.3.4. Automatisation de la méthode DEFT 

2.3.4.1. Le COBRAm 
La société Biocom a mis au point une technique entièrement automatisée qui reprend les trois étapes du DEFT manuel 
pour permettre un « Comptage Bactérien RApide » ou « COBRA@». Ces trois étapes ont lieu à trois postes différents : 
- le poste A permet la distribution et la préparation des échantillons de lait dans des blocs réservoirs à 24 puits où sont 

ensuite ajoutés les réactifs de traitement (triton XlOO et trypsine). Les cellules somatiques sont lysées et les globules 
gras ainsi que les protéines sont dispersés de façon à pouvoir filtrer le lait sans colmatage des pores du filtre. Ces 
blocs sont ensuite placés au bain-marie ou à l'étuve à 60 "C pendant 10 minutes ; 

- le poste B reçoit les blocs réservoirs, après l'incubation, sur des tiroirs supportant des « badges-filtres » composés de 
24 membranes de 240 mm'en polycarbonate à pores de 0,6 Pm. Chacune de ces membranes correspond à un puits. 
L'étanchéité est assurée grâce à un joint et un vérin. L'automate assure ensuite la filtration sous une pression de 2 bars, 
puis l'ajout des réactifs de coloration (acridine orange en tampon citrate à pH 6) à l'aide de 6 pompes péristaltiques. En 
4 minutes seulement, 24 échantillons peuvent être filtrés et colorés simultanément ; 

- le poste C : le « badge-filtre » est récupéré manuellement et placé sur la platine motorisée du microscope à 
épifluorescence. Un système d'aspiration plaque les filtres, permettant d'obtenir une surface plane. Un système 
autofocus autorise la mise au point et l'image est recueillie par une caméra numérique (CCD). Celle-ci envoie l'image 
vidéo à un convertisseur analogique/numérique en relation avec un ordinateur équipé d'un logiciel d'analyse d'ima- 
ges : il compte, détecte les résultats aberrants et affiche les résultats. C'est aussi l'ordinateur qui permet le déplace- 
ment de la platine en pilotant le moteur. L'image analysée peut être visualisée sur écran et stockée en mémoire. Il faut 
9 minutes pour la lecture d'un « badge-filtre » en comptant 5 champs par membrane. 

La méthode est fiable : le coefficient de corrélation R, avec la méthode de référence de dénombrement après culture en 
boîte de Petri, est égal à 0,96 pour un seuil de détection inférieur à IO4 UFCIrnL 
Depuis le 28 septembre 1990, le COBRA@ peut être utilisé pour le dénombrement des germes du lait cru. L'appareil 
peut analyser jusqu'à 140 échantillons par heure (moins que le Système spiralo, mais les résultats sont plus rapides). 

2.3.4.2. Bactoscan 8000@ 
La société danoise Foss Electric a mis au point cet appareil entièrement automatique dont le principe de préparation de 
l'échantillon et de comptage diffère du précèdent (Fig. 15). En effet, la concentration et la séparation se font ici par 
centrifugation en gradient de saccharose-dextrane. 

Chambre de mélange 

Filtre d'émission 1 - 7  Filtre 
d'excitation 

Brosse rotative 

Fig. 15 - Schéma du Bactoscan 8000@ 
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2. Dénombrement direct des celluks h l'aide à'un microscope : la cytomém'e 

- Première unité : après traitement par un liquide de lyse dégradant les protéines et les cellules somatiques, le lait est 
transféré dans une centrifugeuse tournant à 45000 tourslminute où s'établit un gradient en deux phases : saccharose 
d = 1,03 et dextrane d = 1,10 ; les microorganismes viennent se placer à l'interface du fait de leur densité intermé- 
diaire. Le contenu du bol est ensuite traité par des enzymes détmisant les résidus protéiques ou cellulaires, puis 
coloré par l'acridine orange. 

- Deuxième unité : l'échantillon coloré est repris et déposé à la surface d'un disque rotatif, tournant à 20 tourslminute. 
Le film liquide de 0,5 mm de large et 5 pm d'épaisseur, ainsi créé, passe sous l'objectif d'un microscope à 
épifluorescence et l'image est transmise à un photodétecteur qui transforme les signaux lumineux émis en impul- 
sions électroniques qui pourront être comptées. Il n'y a cependant pas de contrôle visuel possible, ni stockage des 
informations. 

L'appareil peut analyser 80 échantillons à l'heure, soit une réponse rapide en 7 minutes environ. Il est autorisé pour le 
dénombrement des gernies du lait cm en vue du paiement à la qualité. Son seuil de détection est de l'ordre de 104 UFClrnL. 
L'utilisation du Bactoscan@ nécessite un calibrage permettant de transformer les résultats en UFCIrnL, unité qui corres- 
pond à la méthode de référence. 

2.4. Cytométrie en flux (CMF) 
C'est une méthode récente et rapide de dénombrement et d'analyse d'échantillons. Elle permet de dénombrer bactéries 
et levures. 
Il est possible d'évaluer en parallèle leur degré de viabilité par l'utilisation de marqueurs fluorescents ou de substrats de 
viabilité devenant fluorescents lorsqu'ils sont métabolisés dans la cellule. Dans ce cas, l'intensité de fluorescence 
reflète l'état physiologique des cellules. Il existe plusieurs types de réactifs, adaptés aux bactéries et aux levures. Cette 
analyse du signal (l'intensité de fluorescence) permet d'éviter les faux positifs. 
Cette méthode fait appel à un appareil complexe : le cytomètre en flux. 

2.4.1. Principe du cytometre en flux 
L'échantillon à analyser est traité pour l'extraction et le marquage fluorescent des microorganismes recherchés. Ces échan- 
tillons, entraînés par un flux liquide, passent devant une source lumineuse ; ils émettent alors une lumière fluorescente qui, 
transmise par l'objectif d'un microscope, peut être captée par un photomultiplicateur. Il est aussi possible d'observer à l'œil 
la cellule de mesure à l'aide d'un oculaire. Un système de filtres et de miroirs permet de passer simplement de l'un à l'autre. 
Cet appareil est composé de trois systèmes (Fig. 16). 
- Le système fluidique : le produit est injecté au centre d'un liquide vecteur : le liquide de gaine. Ce liquide non 

miscible, très visqueux transporte le produit jusqu'à la cellule de mesure. 
- Le système optique : dans la cellule de mesure, l'échantillon est soumis à un faisceau lumineux excitateur produit 

par une lampe à vapeur de mercure. Les cellules défilent les uneh demère les autres et émettent à une longueur 
d'onde différente de la longueur d'excitation. Cette lumière est captée par un photomultiplicateur ou transmise à 
l'oculaire si le filtre dichroïque est en position miroir total. 

- Le système électronique : les signaux électriques issus du photomultiplicateur sont ensuite analysés, quantifiés et 
classés par un ordinateur qui rend le résultat sous forme d'un histogramme représentant la répartition des cellules 
dans la population en fonction de leur intensité de fluorescence. On peut alors vérifier l'homogénéité de l'ensemble 
et juger de la viabilité. L'aire du pic donne le nombre de cellules total pour un volume qui correspond au défilement 
du liquide avec un certain débit pendant un temps donné. 

Oculaire 
/ 

Fig. 16 - Schéma du cytomètre en flux 
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Les résultats donnent une bonne corrélation avec les résultats obtenus par la méthode de référence en milieu solide. 
L'appareil peut détecter sans préenrichissement jusqu'à 10' cellules par gramme de produit, et jusqu'à une levure pour 
10 grammes. 

2.4.2. Applications 
Les marqueurs fluorescents utilisés sont de deux catégories : 
- marqueurs de viabilité des cellules. Ce sont des substrats non fluorescents qui, après avoir traversé la membrane, 

libèrent sous l'action d'une enzyme active du métabolisme cellulaire un composé fluorescent qui reste dans le cyto- 
plasme. Ces substrats fluorogènes enzymatiques doivent être adaptés aux microorganismes recherchés, ils ne colo- 
rent que des cellules vivantes ; 

- marqueurs spécifiques de la population que l'on souhaite dénombrer (par exemple : flore totale, coliformes, levures). 
Ce sont alors des anticorps monoclonaux ou des sondes nucléiques. 

Cette technique est utilisée pour le dénombrement des cellules somatiques dans le lait cm, ainsi que pour le dénombre- 
ment et le tri de la flore spécifique du yaourt à l'aide des sondes spécifiques. 
Actuellement, cette gamme propose d'analyser la viabilité de ferments lactiques pour vérifier la qualité avant ensemen- 
cement mais aussi l'évolution au cours de sa conservation et, enfin, le suivi de fermentation lors de son utilisation. 
Une autre application possible est la détection rapide des microorganismes dans les jus de fruits ou préparation de 
fruits, contaminés fréquemment par des levures. 
Le gain de temps obtenu par de cette méthode permet la mise en place d'un contrôle rapide, notamment en cours de 
fabrication, autorisant des actions correctives immédiates mises en place par un système HACCP ou un contrôle de la 
qualité des matières premières. 

2.4.3. Comparaison cytométrie sur filtre (CSF)- cytométrie en flux (CMF) 
La CSF permet l'analyse visuelle d'images, il est donc possible de réaliser une observation et un contrôle d'événe- 
ments rares ainsi que le stockage de ces images. C'est un atout important par rapport à la CMF dont l'analyse met en 
œuvre un photomultiplicateur qui analyse les images par détection des caméras en CSF, après calcul et intégration sous 
forme d'histogramme. Globalement, l'analyse en CSF permet une cadence plus élevée. 
L'utilisation de photomultiplicateur en CMF permet une plus grande sensibilitC que celle obtenue par détection des 
caméras. De plus, il est possible d'examiner une cellule à deux ou trois longueurs d'onde en émission, ce qui permet 
une étude multiparamétrique encore peu disponible en CSF. Cependant, il est possible de revenir, à l'aide des platines 
motorisées, très exactement sur une cellule déjà analysée et de l'exciter à une autre longueur d'onde. 

2.4.4. Application du dénombrement par la méthode DEFT 
?--- 

- -- 
s du laid 

.-,..- . 

3. Évaluation de l'activité globale 

3.1. Impédancemétrie Source de couran 

L'évaluation de la qualité microbiologique à l'aide des mé- 
thodes classiques de dénombrement pose souvent à l'indus- 
triel des contraintes qui ne sont plus compatibles avec les 
performances de la production. Il désire connaître rapide- 
ment la qualité des matières premières et libérer en toute 
sécurité les stocks de produits finis. 
Pourrépondre à ce besoin, des méthodes fondées sur la mesure 
d'un signal lié à la présence ou à l'activité de microorganismes 
ont été développées. Elles nécessitcnt encore un temps d'incu- 
bation, nettement diminué par rapport à celui des méthodes 
traditionnelles, raccourcissant ainsi les délais du contrôle in- 
dispensable dans le « process » de fabrication. - - - - - - l m -  

Résistance 
L'impédancemétrie mesure, au cours de la croissance mi- 
crobienne dans un milieu nutritif, une baisse de l'impédance Capacitance 

par rapport au même milieu dépourvu de germes. Fig. 17 - Schéma du principe de mesure du bactomètre 
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3.1.1. Principe de mesure de l'impédancemétrie 
- L'impédance est la résistance que subit un courant alternatif pour traverser un milieu conducteur. Elle peut être mesurée 

en faisant passer un courant alternatif de bas voltage (100 à 1000 mV), variable en fréquence (100 Hz à 100 KHz) entre 
deux électrodes en acier inoxydable plongeant dans un milieu de culture. Elle résulte de deux propriétés du milieu : sa 
conductance et sa capacitance (Fig. 17). 

- La capacitance C reflète la polarisation des électrodes due à l'accumulation de charges électriques à l'interface 
milieu-électrode. 

- La conductance G (inverse de la résistance : G = l/R) est liée à l'augmentation de la conductivité du milieu et rend 
compte des variations de l'ionisation dues au métabolisme microbien. 

11 existe une relation impédance-capacitance-résistance : 

z2 = R2 + 1 

(2 7C f C)2 

Z = impédance (ohms). 
R = résistance (siemens-') avec R = 11G. 
C = capacitance (farads). 
f = fréquence (hertz). 

À basse fréquence, l'impédance est surtout affectée par la capacitance, alors qu'à haute fréquence, elle dépend surtout 
de la conductance. 

- de la nature du contaminant ; 
- des conditions d'incubation des échan- 

tillons. Fig. 18 - Détermination d u  temps de  détection 

3.1.2. Principe de la quantification microbienne par impédancemétrie 
Les changements d'impédance observés au cours du temps dans un milieu contaminé sont dus aux modifications de la 
composition chimique de ce milieu. 
Durant leur croissance, les microorganismes dégradent des substrats électriquement neutres ou faiblement chargés 
(protéines, polyosides.. .) et produisent des molécules plus petites ionisées (acides aminés, acides organiques.. .) con- 
duisant à l'augmentation de la conductivité du milieu. 
Ainsi, dans le cas de l'utilisation de milieux nutritifs peu tamponnés (Plate Count Agar par exemple), le métabolisme 
microbien se traduit principalement par une augmentation de la conductance G, et donc par une diminution de 
l'impédance 2. 

3.1.3. Les facteurs influençant le délai de détection 

Généralement, après un certain temps de 
45,0 culture appelé délai ou temps de détection 

(DD), l'augmentation de la concentration 4090 

ionique devient suffisante pour entraîner une 35,0 

augmentation importante de la conductance 30.0 

du milieu, et donc un abaissement de I'im- 25.0 
pédance correspondant au seuil de détection 20,0 
(SD). 11 a été déterminé expérimentalement 15,0 
que si le seuil de détection apparaît toujours 
lorsque le niveau de la population micro- 

5,O bienne dans la cuvette de mesure a atteint 
lob à 108 microorganismes/mL, le délai de 0,O 

3.1.3.1. Charge microbienne initiale de l'dchantillon 

' % Vafiat~on 
électrique 

'- y - - - - - - - - - - - -  

-- / 
/ 

-- Co,taminé 1 -- 1 
(++) / 

.- 1 
1 - -  1 

Rmpslbe d"ctiOn 

-- 
-- ' 1 I "stérile" (-) 

1 
Heure 

Pour une microflore étudiée dans des conditions de culture semblables, la forme de la courbe de la variation de I'impé- 
dance en fonction du temps a une allure sigmoïde qui ne change pas avec la contamination initiale de l'échantillon. 
La valeur du seuil de détection étant fixée (environ IO7 microorganismes/mL), le délai de détection est d'autant plus 
long que le niveau de contamination initial est plus faible. 

détection dépend : -5,O . I * 
0,O 2,O 4,O 6,O 8,O 10,O 12,O 14,O 16,O 18,O 20,O 

- de la charge microbienne initiale ; 
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Dans la plupart des cas, il existe une relation décroissante entre Ie seuil de détection et le délai de détection telle que : 

log Concentration = a.DD 

avec a c O (Concentration exprimée en UFCImL) (Fig. 19). 

>og initial concentration (CFUlmL) 

Impedance deteclion rime (heures) 
' ? 

Fig. 19 - Courbe de calibration 

' REM~LRQuEs 
j Four !es microorganismes ayant subi des chocs physiologiques lors de la préparation de 
- I'échanrillon ou de la fabricarion du produit, le délai de detecrion idlonge car les germes 1 ont du mai i se développer. 
- Lors de la présence d'inhibiteurs de croissance dans I'ichantillon, le delai de détection aug- 1 mente sans rapport avec le niveau de contaminarion de l'dimenr. II faut dors adapter un 

) protocole pouvant faire intervenir une dilution, unc dialyse, l'addition d'un germe test.. . 

3.1.3.2. Nature de la microflore contaminante 
La pente a de la droite log (concentration) = f (DD) dépend du type de microorganismes étudiés, et le délai de détection 
est d'autant plus rapide que le temps de génération des microorganismes est plus court. 

3.1 3 .3 .  Conditions d'incubation des échantillons 
Les conditions d'incubation dépendent de la microflore recherchée. 
Ainsi, selon la température d'incubation, il est possible d'étudier les microorganismes mésophiles ou psychrotrophes 
et, selon la nature du milieu de culture, de sélectionner le développement d'une microflore. 
Les milieux doivent être très performants sur le plan nutritif afin de permettre une croissance rapide des microorganis- 
mes les plus difficilement cultivables ou stressés. 
Par exemple, après un traitement thermique, il faut procéder à une revivification classique avant d'incuber dans l'appa- 
reil les échantillons dans un milieu enrichi en facteurs de croissance (vitamines, acides aminés.. .). 
Des milieux spéciaux peu tamponnés et de concentration ionique bien définie ont été mis au point pour la mesure de I'irnpé- 
dance. Ces milieux doivent donner d'excellentes réponses au plan électrique, afin d'obtenir un signal très clair et très précis. 

3.1.4. LE matériel 
Le bactomètre est un appareil composé de deux parties principales : 
- une unité de mesure (BPU ou Bactometer Pmcessing Unit) : elle est capable d'assurer automatiquement l'incubation 

et la lecture simultanée des modules. Sa capacité est de 128 échantillons. Elle comprend deux incubateurs indépendants 
où la température peut être fixée entre 8 et 55 OC. Les échantillons sont répartis dans les 16 cuvettes d'un module à usage 
unique, au fond desquelles sont fixées les électrodes de mesure connectées au circuit dans l'incubateur. 
Une lecture de chaque cuvette est effectuée toutes les 6 minutes pendant l'incubation, d'une durée variable de 3 heures à 
quelques jours si nécessaire. Le module permet l'utilisation de milieux de culture liquides ou solides en faibles quantités. 
À tout moment, les modules peuvent être introduits dans l'incubateur isolément ou en série, sans interférer sur les 
analyses en cours. Le bactomètre est un système adaptable à l'augmentation du nombre d'échantillons à contrôler 
(64 à 5 12). Pour 512 tests, il faudra 4 BPU, avec une possibilité de 8 températures ; 
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- une unité informatique. 
Un ordinateur exerce un contrôle permanent des opérations en cours, mémorise les valeurs, les traite et interprète les 
résultats. Les temps de détection s'affichent sur l'écran au fur et à mesure qu'ils sont obtenus et sont automatiquement 
interprétés au moyen de couleurs correspondant au niveau de contamination de l'échantillon (exemple : Bactometer 
bioMerieux). Une imprimante édite les résultats sous forme de rapports, illustrés par les courbes de croissance. L'auto- 
matisation et la gestion informatique permettent un grand nombre d'analyses en continu. La société SY-LAB (distribu- 
tion FOSS ELECTRIC) commercialise le BacTrac 4100 qui permet la mesure de l'impédance par des procédures 
automatiques et un enregistrement permanent de la croissance bactérienne. 

3.1.5. Applications 

3.1.5.1. Quantification du niveau de contamination initiale d'un produit 
La mesure de l'impédance permet d'estimer la charge microbienne initiale d'un produit. 
Pour cela, il est nécessaire d'établir des courbes de calibration par rapport à la méthode de référence de dénombrement 
sur boîte de Petri, de montrer la relation entre le logarithme décimal du nombre d'UFC (Unité Formant Colonie) 
par rnL et le délai de détection, qui peut être linéaire ou non. 

L'appréciation de la qualité bactériologique du lait cru par impédancemétrie a fait l'objet de nombreux travaux. 11 a été 
construit des courbes de calibration comme celle de lafigure 19. 
D'une part, les échantillons de lait cru ont été soumis au dénombrement des bactéries aérobies mésophiles sur milieu 
Plate Count Agar, après 48 heures d'incubation à 32 OC. Les analyses ont été effectuées en double pour chaque échan- 
tillon et les résultats exprimés en UFCImL. 
D'autre part, la contamination des échantillons de lait cru a été mesurée par impédancemétrie à une température d'incuba- 
tion de 35 OC. Les temps de détection ont été déterminés automatiquement par l'appareil. 
Ainsi, en fixant le niveau de contamination initiale, on peut déterminer la valeur du délai de détection correspondant. 
Celle-ci peut être utilisée comme critère d'appréciation pour procéder à un classement des laits crus en fonction de la 
qualité bactériologique. Il suffit alors de réaliser une incubation des échantillons de durée égale à la valeur du délai de 
détection, puis de les classer selon qu'il a été obtenu un signal en deça du critère choisi ou non. 

3.1.5.2. Quantification des principales flores microbiennes contaminantes 
En déterminant les conditions expérimentales, on pourra détecter et numérer les principales flores microbiennes : 
- la flore totale aérobie ; 
- les entérobactéries ; 
- les coliformes ; 
- la flore lactique ; 
- les levureslmoisissures. 

3.1.5.3. Test de stérilité 
Ce test doit permettre de vérifier l'absence de microorganismes revivifiables dans le volume de produit contrôld. Pour 
ce contrôle, un temps de détection, quel qu'il soit, signifie que l'échantillon est non stérile. 

3.1.6. Domaines d'application dans l'industrie alimentaire 

3.1.6.1. Détection de la présence de microorganismes et évaluation du degré de 
contamination 

Cette détection peut être effectuée sur différentes catégories d'aliments. 

Produits laitiers : 
- flore totale aérobie mésophile dans le lait cru, dans le lait pasteurisé, dans la crème glacée : détection d'une contami- 

nation de 10' bactérieslml de lait cru en f 4  heures ; 
- coliformes dans le lait cru, dans le lait pasteurisé, dans la crkme glacée : 10 coliformeslml sont détectés en H heures ; 
- entérobactéries dans les yaourts, desserts, crèmes.. . : 100 entérobactéries1mL sont détectées en 8 heures ; 
- flore psychrotrophe : dans le lait cru, le temps total pour le dénombrement est de 36 heures ; 
- flore thermophile : 10 à 102 bactérieslml sont détectées en 8 heures à 55°C ; 
- absence de levureslmoisissures dans les yaourts, desserts, crèmes.. . ; 
- contrôle de stérilité dans le lait et la crème UHT : après une préincubation, la contamination est détectée en moins de 

24 heures. 



Chapitre IZZ - Méthodes de quantification d e s  populations contaminantes 

Viande - volaille - produits de la mer - légumes : 
- flore totale dans la viande crue, la volaille crue ou traitée crue, le poisson frais ou surgelé, les crevettes, les légumes 

frais ou surgelés : une contamination de 106 bactérieslg est détectée en 2 à 3 heures ; 
- coliformes dans la viande crue, la volaille crue ou traitée crue, le poisson frais ou surgelé, les crevettes, les légumes 

frais ou surgelés : IO3 coliformes/g sont détectés en 6 heures ; 
- absence de coliformes dans la viande cuite, dans la volaille cuite traitée (salage, fumage.. .), dans le poisson cuit. 

Boissons (jus de fruits, eau, bière.. .) : 
- levures/moisissures : présence de levures et moisissures en 148 heures ; 
- flore totale : dans un échantillon d'eau, IO3 bactérieslml sont détectées en moins de 12 heures; 
- coliformes : dans l'eau, 10 coliformes/mL sont détectés en moins de 10 heures ; 
- bactéries lactiques : ces bactéries, qui peuvent cultiver à des pH bas, sont détectées en 24 heures. 

3.1.6.2. Autres domaines d'application 
Ils sont les suivants : 
- contrôle d'un « process » de fermentation ; 
- prévision de la durée de conservation d'un produit ; 
- efficacité de substances inhibitrices (conservateurs) ; 
- évolution directe de la viabilité ou de la résistance phagique d'un ferment. 

3.2. Dosage de I'ATP 
L'ATP métrie est une méthode rapide permettant à l'industriel de diminuer le délai de réponse des contrôles microbio- 
logiques, ceci afin d'être efficace pour : 
- intervenir au cours d'un « process » et éviter ainsi la fabrication de produits non conformes ; 
- suivre une activité métabolique ; 
- accepter ou refuser un lot très rapidement ; 
- vérifier la conformité de l'hygiène des installations. 
L'ATP (adénosine 5 triphosphate) est un intermédiaire énergétique universel de la cellule vivante. Cette molécule est en 
relation directe avec l'activité de la cellule. 
La quantité d' ATP intracellulaire est variable selon les types de cellules, ceci s'expliquant par des capacités métaboli- 
ques différentes ainsi que par la diversité de taille des celluleb. 
Si l'on considère une bactérie, la teneur moyenne en ATP est de 1 femtogramme (1 fg = lW5 g) alors que celle d'une 
cellule animale est de 100 à 500 fois plus élevée. 
Lorsque la cellule meurt, la production d'ATP cesse et 1'ATP qui préexistait est rapidement dégradé par les enzymes 
hydrolytiques (ATPases). 

3.2.1. Principe du dosage 
Il existe diverses méthodes pour doser I'ATP, mais la technique la plus rapide, d'une grande sensibilité et relativement 
précise, est la bioluminescence. 
Cette technique originale utilise la capacité qu'ont certains organismes vivants (poissons, méduses, lucioles, vers lui- 
sants, photobactéries) à émettre de la lumière de diverses couleurs, mettant en jeu une réaction enzymatique différente. 
Le coléoptère Phntinus pyralis, plus connu sous le nom de luciole, possède un système photoémetteur utilisant 1'ATP. 
En présence de Mg2+, d'ATP et d'oxygène, la luciférine est oxydée sous l'action de la luciférase en oxyluciférine avec 
production de lumière. 
Le mécanisme de la réaction in vitro peut être décomposé en deux étapes : 
- activation de la luciférine LH, avec formation de luciféryl-adénylate et libération de pyrophosphate. 

luciférase + Mg" 
ATP + LH, i- LH,-AMP + PP 

- oxydation de ce complexe en présence d'oxygène qui donne l'oxyluciférine dans un état excité, avec décarboxyla- 
tion. Le retour à l'état électronique stable de l'oxyluciférine s'accompagne d'une émission de lumière : 
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soit 

luciférase + Mg2+ %Il 
luciférine + ATP + 0, oxyluciférine + CO, + AMP + PP 

+ photons 

La quantité de lumière émise à l'issue de la réaction est proportionnelle à la concentration d'ATP présente dans le 
milieu réactionnel à l'instant zéro. 
Elle est recueillie par un tube photomultiplicateur qui l'amplifie et la transforme en courant électrique dont l'intensité 
est mesurée et exprimée en unités arbitraires ou Unités Relatives de Lumière (RLU). 
Une corrélation peut être établie entre le nombre de RLU et la concentration en microorganismes viables, mesurée par 
des méthodes classiques (dénombrement après culture). 
L'émission lumineuse est instantanée (délai de 25 ms) à h = 562 nm. 
La vitesse de la réaction est maximale à 24"C, et très peu modifiée entre 18 OC et 28 OC. 
La sensibilité du fluorimètre permet de doser IO-" g d'ATP, donc théoriquement 100 bactéries dans le volume prélevé 
de l'échantillon. 
La quantité d'ATP dans un milieu est en relation directe avec l'activité et le nombre des microorganismes. 

Cependant, avant le dosage, une extraction de 1' ATP microbienne par lyse des cellules doit être mise en œuvre grâce à 
des réactifs brevetés par les fabricants de matériel de dosage. 
Cette extraction doit : 
- provoquer la rupture des enveloppes cellulaires pour libérer 1'ATP dans le milieu, de manière quantitative et reproductible ; 
- inhiber rapidement les ATPases et toutes les enzymes extracellulaires. 

Si le milieu à analyser renferme des cellules non microbiennes (ainsi dans le lait cru, par exemple, il y a présence de 
cellules épithéliales, de leucocytes), il sera nécessaire de réaliser une extraction sélective de I'ATP parasite de ces 
cellules grâce à des perméabilisants membranaires, puis de la détruire par hydrolyse (ATPase). 
Si le milieu à analyser contient de I'ATP extracellulaire ou libre (lait transformé en lait UHT) issue de de%ris cellulaires, 
de cellules microbiennes abîmées ou de résidus de fabrication, elle sera également détruite avant le dosage par une ATPase. 
L'activité de ces ATPases sera ensuite inhibée lors de l'addition du réactif extractant pour doser 1'ATP des cellules 
microbiennes. 

3.2.2. Applications en industrie 
Dénombrement 

Estimation de la flore totale du lait cru. 
Flore contaminante post-pasteurisation. 
Standardisation d'inoculum. 

Contrôle de stérilité 
Jus de fruits. 
Lait UHT. 

Contrôle de propreté 
Jus de fruits. 
Concentré de fruits. 
Eaux. 
Dessert lacté. 

Activité et physiologie 
Optimisation des fermentations. 
Étude et évaluation de l'efficacité de molécules à action bactéricide ou bactériostatique (conservateurs, désinfectants, 
antibiotiques). 
Détection d'inhibiteurs de croissance (type antibiotique) dans des milieux (type lait). 
Recherche de bactériophages dans des laits fermentés. 
Contrôle de l'activité des ferments. 

Contrôle de l'hygiène industrielle 
Détection des « nids microbiens D. 
Contrôle en temps réel de l'efficacité des procédures de nettoyage-désinfection. 
Plusieurs appareils sont commercialisés dont le Lumac (Perstorp Analytical) et le Luminator- T d'Euralam. 

3.2.3. Exemple d'application de I'ATPmétrie 
( Se reporter à la manipulation 9 : Contrôle de stérilité d'un jus de fruits par ATPmétrie. 1 



Chapitre III - MCthodrs de quunrifiation des populations contaminantes 

REMARQUES CONCERNANT LES MANIPULATIONS 

1. Le matériel « de base » n'est pas précisé pour chaque manipulation, il comprend : 
- un bec électrique ou un bec Bunsen permettant d'assurer une zone de manipulation en condition d'aseptie ; 
- des étuves réglées aux températures souhaitées soit pour le maintien en surfusion, soit pour le séchage des mi- 

lieux coulés, soit pour les incubations ; 
- des bains thermostatés réglés aux températures souhaitées ; 
- un vortex ; 
- une balance de précision et les instruments nécessaires ii la pesée ; 
- un stomacher et les sacs étanches stériles ou un broyeur et son récipient en verre stérile. 

2. Le matériel indiqué est spécifique à la manipulation. 
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Dénombrement 
après culture en milieu gélosé 

de la flore totale aérobie 
du lait pasteurisé conditionné 

Méthode officielle : arrêté du 3 janvier 1985 

Objectifs 

Principe 

Milieux 

Mode 
opératoire 

Ce dénombrement permet de répondre à l'un des critères fixés par l'arrêté du 30 décem- 
bre 1988 concernant les normes sanitaires et qualitatives du lait pasteurisé conditionné : jus- 
qu'à J +4 (J =jour du conditionnement) moins de 30 000 microorganismes aérobiesld. 
La méthodologie utilisée est le dénombrement en milieu gélosé ; il permet de dénombrer 
des laits présentant une faible ou une forte population microbienne. 

Rappels : 
- on ne peut utiliser pour un dénombrement que des boîtes dont le nombre de colo- 

nies se situe entre 10 et 300 ; 
- le volume inoculé est de 1 mL. 

Si le lait analysé satisfait au critère énoncé : 

Dilution 

Colonies/boîte 

Les résultats des inoculations des dilutions IO-' et permettront d'obtenir un résultat. 
Si le lait ne satisfait pas au critère énoncé : concentration en microorganismes aérobies > 3.104, 
les dilutions et 1W permettront d'évaluer la concentration en germes aérobies. 

La flore totale aérobie, encore appelée flore aérobie mésophile, est l'ensemble des microor- 
ganismes capables de se multiplier en présence d'oxygène à une température située entre 
25 et 40 OC. Le dénombrement de ces microorganismes se fait dans un milieu susceptible 
de convenir à tous les microorganismes présents dans le lait : gélose glucosée au lait écrémé. 
L'incubation est réalisée à 30 OC pendant 72 heures. 

Diluant : peptone pancréatique de caséine. 
Milieu de culture : gélose glucosée au lait écrémé pour dénombrement. 

Prélèvement de l'échantillon pour essai - Préparation de la solution mère 
11 s'agit de lait pasteurisé conditionné n'ayant pas atteint la date limite d'utilisation et 
ayant été conservé depuis son achat à 4 O C .  

- Agiter soigneusement en retournant rapidement l'emballage plusieurs fois. 
- Ouvrir l'emballage aseptiquement après avoir désinfecté la surface d'ouverture à l'alcool. 

Le prélèvement doit être réalisé trois minutes au plus après cette dernière étape. 

Réalisation des dilutions 
Les dilutions sont réalisées en peptone pancréatique de caséine. 
Préparer les dilutions IO-', 104. 

1 O0 

< 3. IO4 

lo4 

< 3 

10-1 

< 3. 103 

10-~ 

< 3. 102 

lk3 
< 30 



Les dilutions IO-', 1 0 - h t  104 permettent, quelle que soit la concentration en 
microorganismes du lait analysé, d'obtenir un résultat. 
Pour chaque dilution 1 1 et 1 O", deux essais sont réalisés. 

Ensemencement et incubation 
Travailler avec les dilutions le2, 1 O-3, 1 W. 
L'incubation se fait à 30 O C  +1 O C  pendant 72 heures + 2 h. 

Ne retenir pour le dénombrement que les boîtes dont le nombre de colonies (déterminé 
grossièrement) est compris entre 10 et 300. 
- À l'aide d'un stylo compteur, dénombrer les colonies des boîtes retenues. 

- Établir la formule littérale permettant le calcul : 

Cc 1 
N =  

(n, + 0,1 n2) d v 
Cc = nombre total de colonies dénombrées arrondi à 2 chiffres significatifs. 
n, = nombre de boîtes utilisées à la première dilution retenue. 
n, = nombre de boîtes utilisées à la deuxième dilution retenue. 
d = dilution à partir de laquelle les premiers comptages ont été réalisés (dilution la plus faible). 
V = volume ensemencé en mL. 

- Application numérique : 
- rendre un résultat conformément aux règles ; 
- le résultat est exprimé par un nombre compris entre 1 ,O et 9,9.10x et est comparé au 

critère donné. 
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C Lecture et 
interprétation 

Expression du 
résultat 

Composition 
des milieux 

Diluant : peptone 
pancréatique de 

caséine 

Gélose au lait pour 
démmbrement 

Peptone pancréatique de caséine ou tryptone ............... 1 g 
................................................... Chlorure de sodium 8-5 g 

Eau distillée ................................................. qsp 1 000 mL 
PH 7 

Peptone pancréatique de caséine ou tryptone ............... 1 g 
Extrait de levure ......................................................... 2,5 g 
Glucose ...................................................................... 1,O g 

............................................... Lait écrémé en poudre 1,o g 
............................................................ Agar agar 12 à 18 g 

Eau distillée ................................................. qsp 1 000 mL 



Objectifs 

Dénombrement 
après culture en profondeur d'un milieu gélosé 

de spores de microorganismes anaérobies 
sulfitoréducteurs 

dans les algues alimentaires 

Le dénombrement permet de répondre au critère relatif aux algues alimentaires (arrêté du 
21 décembre 1979) : N < 102/g. 
La méthodologie proposée permet la destruction des formes végétatives et le seul dénombrement 
des spores ayant résisté au traitement thermique ; l'ensemencement en profondeur d'un milieu 
gélosé assure l'anaérobiose nécessaire au développement des microorganismes ; la composition 
du milieu permet la mise en évidence du caractère sulfitoréducteur. 
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Le critère à vérifier est : N < 102/g ; il est donc procédé à une dilution IO-'. 
En effet : 
- si, dans la suspension mère préparée par pesée de 10 g d'algues et mise en 

suspension dans 290 mL de diluant, les algues satisfont au critère énoncé, le nombre 
de spores par mL est de : 

N'< 102.10/300, soit N'< 3, 3 spores/mL. 

Soit pour une prise d'essai de V = 5 mL : 
- nombre de spores attendu par essai de la suspension mère : n < (3,3 x 5) = 17, 
- nombre de spores attendu par essai de la dilution IO-' : n < 2 ; 

- si les algues ne satisfont pas au critère énoncé, les deux essais, suspension mère et 
dilution IO-', permettront d'obtenir un résultat. 

Principe 1 

Milieux 4 

Les microorganismes anaérobies sulfitoréducteurs sporulent et sont capables de se 
1 développer en condition d'anaérobiose et de manifester des propriétés sulfitoréductrices. 

La méthode sera capable de détecter les spores du genre Clostridium, mais aussi de certains 
Bacillus. 
Le milieu gélose VL sulfite citrate femque d'ammonium contient de l'amidon qui favorise 
la germination des spores, du sulfite qui est réduit en sulfure par les sulfitoréducteurs ; ce 
sulfure précipite avec les ions ferriques en formant un précipité noir. 

Diluant : milieu tryptone sel. 
Milieu de culture : gélose VL sulfite citrate ferrique d'ammonium. 

Mode 
opératoire 

Prélèvement de l'échantillon pour essai - Préparation de la solution mère 
- Peser 10 g d'algues marines séchées en sachet destinées à l'alimentation humaine et 

les introduire dans le flacon de 290 mL de diluant. 
SM, la suspension mère ainsi réalisée, a un volume total de 300 mL. 

- Homogénéiser soit au mixeur soit au Stomacher ; dans ce dernier cas, le diluant est 
directement introduit dans le sac. 

$ 1 ( Réalisation des dilutions 1 
- Ensemencer la suspension mère et sa dilution IO-'. 



Ensemencement 
et incubation 

Lecture et 
interprétation 

- Préparer deux tubes (20 mm x 20 cm) de 5 mL de la suspension mère, et deux tubes 
de 5 mL de la dilution 10-l. 

-Mettre ces tubes au bain thermostaté réglé à 80 OC pendant 10 min et refroidir 
immédiatement sous courant d'eau. 

- Maintenir les 4 tubes de gélose VL régénérés à 50 OC. 
-Verser dans chacun des deux tubes de suspension mère 20 mL de la géloseVL, et faire 

de même avec les deux tubes de dilution. 
- Homogénéiser sans introduire de bulles d'air. 
- Laisser solidifier. 
- Incuber à 37 OC pendant 24 à 48 heures (selon la norme AFNOR NF V 08 019). 

- Incuber à 37 OC pendant 72 +/- 3 h (selon la norme NF V 59 107, norme spécifique gélatine 

alimentaire). 

Il n'est pas indispensable d'incuber en jarre d'anaérobiose. 

Les colonies, dans la profondeur de la gélose, donc en anaérobiose, entourées d'un halo 
noir (réduction de sulfite en sulfure et précipitation du sulfure de fer) sont des colonies 
correspondant aux spores thermorésistantes d'anaérobies sulfitoréducteurs. 
- Dénombrer les colonies isolées, entourées d'un halo noir ; cette numération peut être 

effectuée avant la fin du temps d'incubation si les colonies ont tendance à confluer. 

300 
N = N',,. --- 

10 

Expression du 
résultat 

Zc = nombre total de colonies identifiées arrondi à 2 chiffres significatifs. 
n, = nombre de tubes utilisés pour la suspension mère. 
n, = nombre de tubes utilisés à la première dilution. 
v = volume ensemencé en mL. 
V,, = volume en mL de la suspension mbre. 
m = masse pesée de l'échantillon en g. 

- N = Le nombre de spores d'anaérobies sulfitoréducteurs dans 1 g d'algues. 
- N',, = nombre de spores d'anaérobies sulfitoréducteurs/mL de suspension mère. 

1 Le résultat est exprimé en N spores d'anaérobies sulfitoréducteurs par gramme de produit. 

Composition 
du milieu 

- -  - - 

Gélose VL sulfite 
citrate ferrique 

Peptone trypsique ....................................................... 10 g  
........................................................... Extrait de viande 3 g 
............................................................ Extrait de levure 6 g 

......................................................................... Glucose 2 g 
Chlorure de sodium ...................................................... 5 g 
Chlorhydrate de cystéine ........................................... 0,3 g 
Amidon soluble ............................................................ 5 g 
Na S O, ....................................................................... 2 2 1 g  
Agar ............................................................................ 15 g 
Eau qsp .............................................................. 1 000 mL 
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Dénombrement 
après culture en surface d'un milieu gélosé 

de Staphylococcus aureus 
dans le lait sec 

Norme FIL 138 1986 pour les laits secs et FIL 145 1990 
pour ce qui concerne le lait et les produits à base de lait 

Objectifs 

Principe 

Ce dénombrement permet de répondre à l'un des critères établis par l'arrêté du 30 mars 1994 
relatif aux critères microbiologiques auxquels doivent satisfaire les laits de consommation 
sous forme de poudre de lait : Staphylococcus aureus : m = 10, M = 100, n = 5, c = 2. 

Rappel : 
- m = critère pour le nombre de bactérieslg ; 
- M = valeur maximale acceptable pour le nombre de bactérieslg ; 
- n = nombre d'unités de l'échantillon ; 
- c = nombre d'unités de l'échantillon dont la teneur en microorganismes 

peut être comprise entre m et M, les autres unités de l'échantillon 
ayant une teneur inférieure à m. 

La méthodologie utilisée est une méthode de dénombrement après culture en surface 
d'un milieu gélosé. 
Le choix du milieu de culture, sélectif et d'identification, permet la mise en évidence de 
tous les caractères spécifiques de Staphylococcus aureus, et d'effectuer ainsi la 
confirmation du microorganisme. 
Le choix du mode de dénombrement en surface permet d'évaluer des populations de 
Staphylococcus aureus faibles ou fortes. 

Rappels : 
on ne peut utiliser que les boîtes dont le nombre de colonies est inférieur à 150. 
Le volume déposé est de 0,1 rnL sur une boîte ou de 1 rnL réparti sur trois boîtes 
de 90 mm de diamètre dans le cas où l'on doit procéder à des dénombrements 
d'échantillons peu contaminés. 

Si le lait analysé satisfait au critère énoncé : 

ColoniesImL 

Seule la suspension mère est indispensable et peut être ensemencée à raison de 1 mL 
réparti sur trois boîtes. 
Si le lait ne satisfait pas au critère énoncé, la dilution IO-' peut permettre d'évaluer la 
concentration en Staphylococcus aureus. 

Staphylococcus aureus est un microorganisme formant des colonies caractéristiques et/ 
ou non caractéristiques, en surface d'un milieu de culture sélectif, et donnant une réaction 
positive à la coagulase. 

Dilution 10-~1 

O, 1 

Suspension mère = dilution 10-' 

< 10 

Dilution IO-' 

1 



Ensemencement 
et incubation 

Lecture et 
interprétation 

Le milieu utilisé est le milieu de Baird-Parker qui contient : 
- du chlorure de lithium et du tellurite de potassium inhibant la flore secondaire. La 

réduction du tellurite en tellure produit une coloration noire ; 
- une forte concentration en pyruvate et en glycine agissant comme accélérateurs de 

croissance des staphylocoques ; 
- du jaune d'œuf : les colonies de Staphylococcus sont entourées de halos dus à la lipolyse 

et la protéolyse. 

Diluant : solution peptone sel (retenue par la norme ISO 6887). 
Autres diluants possibles :Ringer dilué au 114, 

solution de peptone, 
solution tampon phosphate. 

Milieu de culture : gélose Baird-Parker ; les normes précisent la composition et la 
préparation du milieu si le milieu prêt à l'emploi n'est pas utilisé. 
- Le milieu est coulé en boîte de Petri (90 mm de diamètre) à raison de 15 rnL. 
- Laisser solidifier. 
- Sécher les boîtes en les retournant, couvercle ouvert, dans une étuve à 45 OC environ 

30 minutes. 
Milieu de confirmation : bouillon cœur-cervelle. 
Un autre milieu : bouillon pour staphylocoagulase peut également être utilisé. 
Plasma de lapin. 

Prélèvement de l'échantillon pour essai - Préparation de la suspension mère 
Il s'agit de lait en poudre dans son contenant non ouvert et n'ayant pas atteint la date de 
péremption. 
- Mélanger soigneusement le contenu du récipient en le secouant manuellement. 
- Travailler aseptiquement. 
- Ouvrir le récipient, prélever à l'aide d'une spatule stérilisée à l'alcool. 
- Peser 10 g de l'échantillon dans un bécher stérile et verser ensuite la poudre pesée dans 

une fiole d'Erlenmeyer ou un flacon contenant 90 mL du diluant préalablement chauffé 
à 45 OC. 

- Dissoudre en tournant lentement et agiter plusieurs fois. 
- Remettre le flacon ou l'erlen dans le bain thermostaté à 45 OC et agiter de temps à autre 

avant l'utilisation. 

Réalisation des dilutions 
Préparer les dilutions IO-' et IO-' en solution peptone sel ou en Ringer dilué au 114. 
Pour chaque dilution, deux essais sont réalisés. 

Travailler avec les dilutions IO-' et 
L'incubation se fait à 37 OC + 1 OC pendant 20 h + 2 h selon la méthode officielle parue 
au JO du 3 janvier 1985 ou pendant 24 à 48 h selon la norme FIL 138 1986. 
- - - - - - - - - - - -  

-Après incubation de 24 h, marquer sur le fond des boîtes retenues les colonies typiques : 
- noires, réduction du tellurite en tellure de potassium, 
- brillantes et convexes de 1 à 1,5 mm de diamètre, 
- entourées d'une zone claire (protéolyse des protéines du jaune d'œuf) avec une zone 

pouvant montrer un anneau opaque (précipitation des acides gras issus de l'action de 
la lécithinase sur la lécithine du jaune d'œuf). 

- Incuber à nouveau pendant 24 h à 37 OC. 
- Après incubation, marquer les colonies typiques nouvellement développées et marquer 

les colonies atypiques : 
- noires, brillantes avec un bord blanc étroit mais sans zone claire, 
- ou grises, moins noires que les colonies typiques, sans zone claire et présentant une 

surface rugueuse. 



Essais de 
confirmation 

Expression du 
résultat 

Ces colonies atypiques, que l'on retrouve essentiellement dans les dénombrements de 
produits laitiers, sont dues à des Staphylococcus azireus coagulase+. 
- Ne retenir que les boîtes présentant entre 15 et 150 colonies caractéristiques (typiques), 

et/ou non caractéristiques. Une des boîtes doit renfermer au moins 15 colonies. 

Si un volume de 1 mL a été ensemencé sur trois boîtes, il faut effectuer le comptage SUI 

ces trois boîtes comme s'il s'agissait d'une seule boîte. 
Si des colonies typiques prédominent à une dilution, et des atypiques à l'autre dilution, il 
faut retenir les deux dilutions. 
- Choisir sur les boîtes retenues 5 colonies (typiques ou atypiques) qui sont des colonies 

présumées de Staphylococcus aureus en vue du test de confirmation selon la norme 
FIL- MO - V 08 014. En choisir 3 de chaque type selon la norme V 08 057 1. 
Dans le cas où 1 mL de la suspension mère a été ensemencé sur 3 boîtes, il faut repiquer 
dix colonies (MO). 

La confirmation se réalise par mise en évidence d'un caractère spécifique des 
Staphylococcus aureus : l'existence d'une coagulase. 
Le substrat de cette enzyme est le plasma de lapin. 

- Prélever la surface de chaque colonie typique ou atypique retenue à l'aide de l'anse de 
platine et transférer dans un tube de bouillon coeur-cervelle. 

- Incuber pendant 20 à 24 h à 37 OC. 
- Introduire 0'3 rnL de plasma de lapin dans autant de tubes à hémolyse qu'il y a de 

colonies suspectes qui ont été repiquées en bouillon cœur-cervelle, puis transférer dans 
chaque tube 0,l  mL de chaque culture. 

- Réaliser un témoin constitué de 0,3 mL de plasma de lapin et 0,l mL de bouillon cœur- 
cervelle non ensemencé. 

- Incuber à 37 OC et vérifier la coagulation du plasma après 4 à 6 h, il doit y avoir au 
moins 114 de volume coagulé, et on doit observer la non-coagulation du témoin. 

La lecture définitive est réalisée à 24 heures. 

Calcul selon la norme ISO 721 8 

- Dans le cas où toutes les colonies présumées ont été confirmées : Cc = nombre total de 
colonies retenues. 

Cc = nombre de colonies confirmées arrondi à 2 chiffres significatifs. 
n, = nombre de boîtes utilisées à la première dilution retenue. 
n, =nombre de boîtes utilisées à la seconde dilution retenue. 
d = dilution la plus faible, à partir de laquelle les premiers comptages ont été réalisés. 
v = volume ensemencé en mL. 
V,, = volume de la suspension mère. 
m = masse pesée de l'échantillon en g. 

- Dans le cas ou une proportion seulement des colonies ont été confirmées. 

z a  = nombre total de microorganismes identifiés. Pour chacune des boîtes : a = b. CIA. 
b = nombre de colonies répondant aux critères de confirmation. 
C = nombre total de colonies dénombrées. 
A = nombre de colonies testées. 

Le résultat est ensuite exprimé par un nombre compris entre 1 ,O et 9,9.1OX et est comparé 
au critère donné. 
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Calcul selon la méthode de routine (norme NF V 08 057 1) 

- Calcul du nombre a de Staphylococcus aureus coagulase+ identifiés pour chaque boîte. 

bC . cc bnC . cnC 
a = + 

AC A"' 

Ac et A"' = nombre de colonies typiques (ou caractéristiques) et atypiques (ou non caractéristiques) repiquées. 
bc et bnC = nombre de colonies typiques ou atypiques qui sont coagulase +. 
cc et cnC = nombre total de colonies typiques ou atypiques présumées coagulase + pour la boîte considérée. 

Arrondir à un nombre entier. 

- Calcul du nombre N de Staphylococcus aureus coagulase+ identifiés, présents dans la 
prise d'essai. 

N =  
Ca 

V . 1,l . F 

Ca = somme des colonies identifiées sur les boîtes retenues. 
F = dilution correspondant à la dilution la plus faible retenue : ce facteur intègre la dilution de la 
suspension mère. 
V = volume en mi+ étalé sur chaque boîte. 

Le résultat est ensuite arrondi à deux chiffres significatifs, exprimé par un nombre compris 
entre 1 ,O et 9,9.10" et est comparé au critère donné. 

Calcul selon la méthode officielle du 3 janvier 1985 
Si au moins 80 % des colonies testées se révèlent coagulase+, considérer que la totalité 
des colonies dénombrées correspond à Staphylococcus aureus, sinon exprimer le résultat 
en tenant compte des proportions. 

Calcul selon les directives générales NFV 08 014 
La norme prévoit six modes de calcul : les deux premiers reprennent ceux de la méthode 
off~cielle les autres précisent les règles pour effectuer la moyenne arithmétique des valeurs 
obtenues et les règles pour arrondir les dites valeurs. 

......................................................... Milieu de base 90 mL 
Solution de tellurite de potassium ......................... 1,O mL 
Solution de pyruvate de sodium ............................ 5,O rnL 
Emulsion de jaune d'œuf ....................................... 5,O mL 

Peptone ....................................................................... 10 g 
Extrait déshydraté de cervelle de veau .................... 12,5 g 
Extrait déshydraté de cœur de bœuf .......................... 5,O g 
Glucose ...................................................................... 2,O g 

................................................... Chlorure de sodium 5,O g 
Hydrogéno-orthophosphate disodique ....................... 2,5 g 
Eau ............................................................... qsp 1 000 mL 

Composition 
des milieux 

Milieu Baird-Parker 
(Milieu de base voir 1-1.3) 

Bouillon cœur- 
cervelle 



3 
PI 

u a - 
e - 
PI 
d 
I 

O a 
f 

Dénombrement 
par culture après filtration sur membrane 
des streptocoques du groupe D dans une 
eau destinée à la consommation humaine 

Méthode de référence Norme Afnor NFT 90 416 

Objectifs 

Principe 

Milieux 

Mode 
opératoire 

Ce dénombrement permet de répondre à l'un des critères fixés dans la circulaire du code 
de la Santé publique du 3 janvier 1989 : annexe 1-1Eparamètres microbiologiques : << l'eau 
ne doit pas contenir de streptocoques fécaux dans 100 mL D. 
Le critère microbiologique est : absence de streptocoques fécaux dans 100 mL. Cela impose 
donc une recherche dans ce volume et nécessite une méthode de filtration sur membrane 
permettant de façon simple et rapide l'analyse d'un tel volume. 

La méthode est fixée par arrêté du 20 février 1990. C'est une méthode de référence (norme 
Afnor NF T 90 416 : recherche et dénombrement des streptocoques du groupe D). 
Il existe parallèlement une norme 1SO 789912 intitulée : recherche et dénombrement des 
streptocoques fécaux. 
- Les streptocoques fécaux sont des microorganismes se développant à 37 OC sur milieu 

de Slanetz et Bartley, donnant une réaction positive à 44 OC sur une gélose biliée à 
l'esculine et une réaction négative à la catalase (ISO 789912). 

- Les streptocoques du groupe D sont des microorganismes se développant en 48 heures 
à 37 OC sur milieu à I'azoture de sodium, donnant des colonies typiques en réduisant le 
chlorure de triphényltétrazolium et une réaction négative à la catalase ; ils sont capables 
de cultiver en milieu de Litsky ou sur une gélose biliée à l'esculine en entraînant dans 
ce milieu l'hydrolyse de I'esculine (NF T 90 416). 

On peut considérer que la recherche des streptocoques fécaux correspond à la recherche 
des streptocoques du groupe D, en y adjoignant l'essai à la catalase. 

Milieu présomptif : milieu de Slanetz et Bartley 
Milieu confirmatif : gélose biliée à l'esculine ou milieu de Litsky. 

L'eau doit être prélevée dans récipient stérile et maintenue à 4 OC jusqu'à l'analyse (au 
maximum 12 h). 

REMARQUE 
Dans le cas particulier des eaux chlorées, il faut les recueillir en présence 
de bisulfite pour neutraliser l'action du chlore. 

Choix des volumes à filtrer 
Le critère à vérifier est l'absence de streptocoques fécaux dans 100 mL d'eau ; il s'agit 
donc de filtrer 100 mL. Deux essais sont réalisés. 

Ensemencement et incubation 
- Rincer l'entonnoir avec de l'eau stérile. 
- Filtrer sur membrane filtrante 100 mL. 
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Lecture et 
interprétation 

Expression du 
résultat 

- Déposer la membrane, sans emprisonner de bulles d'air, sur un milieu présomptif Slanetz 
et Bartley coulé en petites boîtes de Petri . 

- Réaliser deux essais. 
- Retourner les boîtes et incuber à 37 OC pendant 48 heures. 

- Dénombrer les colonies colorées en rouge, marron ou rose, c'est-à-dire résistant à la 
présence de l'inhibiteur (azoture de sodium) et réduisant le T ï C  en donnant un formazan 
qui colore ces colonies en rose, marron ou rouge. 

Confirmation 
- Repiquer, sur milieu de confirmation gélose biliée à l'esculine, un nombre convenable 

de colonies suspectes. Si n est le nombre de colonies identifiées et comptées sur la 
membrane, A le nombre de colonies repiquées se détermine par : 
- s i n < 5 : A = n ;  
- s i 5 < n < 2 5 : A = 5 ;  
-si n > 25 : A  = n1I2. 

- Incuber à 37 OC pendant 24 h et 48 h ou à 44 OC selon la norme ISO. 

Les streptocoques du groupe D résistent à la bile et hydrolysent l'esculine en formant la 
dihydroxy 6,7 coumarine (esculétine) qui se combine avec les ions ferriques pour donner 
un composé de coloration noire qui diffuse dans le milieu. 
Les colonies de streptocoques du groupe D présentent donc un halo noir. 

Si la confirmation est réalisée sur milieu de Litsky, l'apparition d'une culture en présence 
d'azoture de sodium et d'éthyl violet confirme la présence de streptocoques du groupe D. 

Le nombre de streptocoques du groupe D par 100 mL est donné par la formule : 
a+ 

n . b  1 O0 
N =  

A V 

n = nombre de colonies identifiées et comptées sur la membrane. 
V = volume en mL de l'échantillon filtré. 
A = nombre de colonies repiquées. 
b = le nombre de colonies repiquées effectivement identifiées. 

Le résultat est donné avec une limite de confiance à 95 %. 

Composition 
des milieux 

Milieu Slanetz et Bartley 

20 g Tryptone ............................. 
Glucose ................................ 
Monohydrogénophosphate 

4 g de potassium ........................ 
Azoture de sodium ............ 
Agar 15 à 20 g ........................... 
Eau ...................... qsp 1 000 mL 
Après dissolution par ébullition et 
refroidissement, ajouter 10 mL d'une 
solution de chlorure de triphényl 
2,3,5 tétrazolium à 10 g/L 

Gélose biliée à I'esculine 

............................. Tryptone 17 g 
Peptone ................................ 3 g 

.. Bile de bmuf déshydratée 10 g 
............. Chlorure de sodium 5 g 

............................... Esculine 1 g 
Citrate double de fer 
et d'ammonium ................. 0,5 g 

.......... Azoture de sodium 0,15 g 
........................... Agar 15 à 20 g 

..................... Eau qsp 1 000 mL 

Milieu de Litsky 

.............................. Peptone 20 g 
Glucose ................................ 5 g 

............. Chlorure de sodium 5 g 
Dihydrogénophosphate 

..................... de potassium 2,7 g 
Monohydrogénophosphate 
de potassium ..................... 2,7 g 

............ Azoture de sodium 0'3 g 
..... Solution d'éthyl violet 5 mL 

..................... Eau qsp 1 000 mL 
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Dénombrement 
après culture sur Petrifilm 

de E. coli dans les fromages à pâte molle 
au lait cru et au lait traité thermiquement 

Attestation de validation des méthodes rapides d'analyse selon la norme AFNOR NF V 03 100 

Objectifs 

Choix des 
dilutions 

Ce dénombrement permet de répondre à l'un des critères fixés par l'arrêté du 30 mars 1994 
concernant les critères microbiologiques auxquels doivent satisfaire les laits de 
consommation et les produits à base de lait lors de leur mise sur le marché : fromages à 
pâte molle ou persillée au lait cm et au lait traité thermiquement. 
Escherichia coli : m = 10 000, M = 100 000 (n = 5 et c = 2) 

Rappel 
m = critère pour le nombre de bactérieslg. 
M = valeur maximale acceptable pour le nombre de bactérieslg. 
n = nombre d'unités de l'échantillon. 
c = nombre d'unités de 1 'échantillon dont la teneur en microorganismes 
peut être comprise entre m et M. 

La méthodologie utilisée, dénombrement sur << Petrifilm E. coli », permet de dénombrer 
jusqu'à 150 colonies de E. coli. L'échantillon à analyser doit donc être dilué (la dilution 
moyenne est au 111 000) pour que les résultats du dénombrement soient exploitables et 
comparables efficacement au critère. 
Les caractéristiques du milieu de culture et de la température d'incubation permettent 
d'identifier Escherichia coli sans réaliser de confirmation supplémentaire. Ces mêmes 
caractéristiques permettent de dénombrer, en plus des Escherichia coli, des coliformes 
thermotolérants (fermentant le lactose avec production de gaz à 44 OC) ; de plus, la méthode 
utilisée évite les interférences de comptage avec les débris alimentaires de l'échantillon. 

On ne peut utiliser pour un dénombrement que les films présentant un nombre de colonies 
compris entre 15 et 150. Le volume déposé est de 1 mL. 

Soit N le nombre de E. coli par gramme de fromage. 
Pour la suspension mère, le nombre de E. coli par mL est : N'= (N.10)/100 

Si le fromage analysé satisfait au critère énoncé : N c m = 1 .IO4 par g 
et N 'c  1.104.101100 soit N'c 1.103 mL-l, alors les dilutions pratiquées pourront être : 

Dilution de la suspension mère 

Nombre de colonies 

10' 

c l . lo3 

Les dilutions IO-' et IO-* permettront d'obtenir un résultat. 

Si le fromage ne satisfait pas au critère énoncé : N > M = 1. IO5 par g et N'> 1. IO4 mL-', 
alors les dilutions pratiquées seront : 

IO-' 

c 1.10~ 

Dilution de la suspension mère 

Nombre de colonies 

IO-' 

c 10 

Les dilutions IO-' et 1 permettront d'obtenir un résultat. 

10° 

> l . lo4 

10-' 

> 1.10~ > 1.10~ 

IO-? 

> 10 
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Principe 

Milieux 

Mode 
opératoire 

Ensemencement 
et incubation 

Escherichia coli est définie comme une entérobactérie capable de fermenter le lactose 
avec production de gaz en 24 heures à 44 O C  ; elle est de plus P-D-glucuronidase positive 
(pour 94 à 97 % des souches). Il est à noter que Escherichia coli entérohémorragique de 
sérotype 0 157 : H7 est P-D-glucuronidase négative. 
Le milieu utilisé est rendu sélectif par l'action des sels biliaires et du cristal violet, il 
contient du lactose et un indicateur de pH ; le système d'incubation permet de piéger les 
bulles de gaz éventuellement produites lors de la fermentation du lactose. 
La mise en évidence de la P-D-glucuronidase rend le dénombrement spécifique de E. coli. 

Le Petrifilm se présente sous forme de deux 
feuillets contenant tous les éléments nutritifs 
et les indicateurs nécessaires au dénombrement 
de E. coli. 

Le film inférieur est imbibé du milieu VRBL 
(cristal violet, rouge neutre, bile, lactose) : Film inférieur 
- l e  cristal violet et la bile ont une action 

inhibitrice sur les microorganismes Gram+ ; 
- la fermentation du lactose se traduit par une acidification et le virage du rouge neutre à 

sa teinte acide : (pH < 6,8) rouge. 
S'il y a production de gaz résultant de la fermentation du lactose, cela se traduit par la 
formation d'une bulle piégée entre les deux films. 
L'indicateur coloré BCIG (5 bromo 4 chloro 3 indoxyl P-D-glucuronide) est le substrat 
de la P-D-glucuronidase : enzyme spécifique de E. coli, et il y a formation d'un chromogène 
bleu qui précipite autour des colonies de E. coli. 
La présence de ï T C  (chlorure de triphényltétrazolium) réduit par les microorganismes 
entraîne une coloration rouge de l'ensemble des colonies cultivant sur le milieu. 

Prélèvement de l'échantillon pour essai - Préparation de la suspension mère 
À partir d'un fromage mis sur le marché (selon l'annexe 1 de la note de service du 
27 mars 1986 relative à l'exportation des fromages à pâte molle concernant les méthodes 
de contrôle bactériologique) : 

- développer l'emballage du fromage ; 
- enlever l'éventuelle croûte ; 
- prélever dans la masse deux secteurs non contigus et ajuster leur poids à 1 0  g ; 
- réaliser en malaxeur ou par broyage une suspension mère correspondant à une suspension 

de 10 g dans 90 mL de diluant, soit 100 mL de suspension mère. 

Réalisation des dilutions 
Préparer les dilutions IO-', IO-' et en solution à 2 % de phosphate dipotassique stérile 
pH 7,5 f 0,l  réchauffée à 40 OC. 

- Placer le Petrifilm sur une surface plane. 
- Soulever le film protecteur et déposer 1 mL de la dilution IO-? au centre du premier 

Petrifilm. 
- Avec la même pipette, déposer 1 rnL de la dilution IO-' au centre du deuxième Petrifilm 

et faire de même pour la dilution IO-'. 
- Recouvrir avec le film supérieur et étaler l'inoculum avec le diffuseur plastique (face 

lisse vers le bas) en exerçant une légère pression. 
- Incuber à 44 OC dans une étuve, dans laquelle un bécher rempli d'eau aura été placé de 

façon à réduire la déshydratation, pendant 24 h +_ 2 h. 



3 
P) 
J - 
w 
c - 
na 
M 
I i  

O 
J 

U 

Lecture et 
interprétation 

Expression du 
résultat 

Ne travailler qu'avec les films présentant un nombre de colonies de 15 à 150. 
- Les colonies de E, coli apparaissent : 
- bleues : précipité bleu autour de la colonie dû à l'action de la P-D-glucuronidase sur 

le BCIG (5 bromo 4 chloro 3 indoxyl P-D-glucuronide) ; 
- avec une bulle de gaz : la fermentation du lactose se fait avec production de CO, 

piégé entre les deux films. 
- Les colonies des autres coliformes apparaissent rouges (réduction du TTC et virage du 

rouge neutre) et avec bulle de gaz. 
- Les colonies non coliformes sont également rouges (réduction du TTC) mais sans bulle 

de gaz. 

REMARQUE 
Si une bulle de gaz n'est pas associée à une colonie il ne faut pas la 
compter. 
Si une colonie bleue n'est pas associée à une bulle de gaz, il peut s'agir de 
E. coliagazogène : il faut alors procéder à une confirmation de l'apparte- 
nance à E. coli. 
Si le film ne présente pas de colonies bleues mais de très nombreuses 
colonies rouges, il faut prolonger I'incubation de 24 heures pour confir- 
mer le résultat. 

Rendre le résultat conformément aux règles et le comparer au critère énoncé. 

Composition 
du milieu 

Gelose VRBL Peptone de viande ........................................................ 7,0 g 
Extrait de levure ........................................................... 3,O g 
Lactose .......................................................................... 10 g 
Sels biliaires ................................................................. 1,5 g 
Na Cl ............................................................................ 5,O g 
Rouge neutre .............................................................. 0,03 g 
Cristal violet ............................................................ 0,002 g 
Agar agar ................................................................... 13,O g 
Eau distillée ................................................... qsp 1 000 mL 
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Dénombrement 
à l'aide du système spiralm 

des coliformes thermotolérants 
dans la chair à saucisse crue 

Selon méthode normalisée NF V 08-100 

Objectif 

Principe 

Choix de la méthode à I'Ensemenceur spiral' 
L'utilisation du système spiralB a été normalisée en octobre 1987. Cette méthode 
d'ensemencement et de dénombrement peut être utilisée pour tout produit et pour toute 
flore recherchée. 11 faut adapter, dans ce cas, le milieu et les conditions de culture à la 
catégorie de microorganismes recherchée. 
Cette méthode de dénombrement sera préférentiellement choisie pour un produit risquant 
d'être fortement contaminé. En effet, l'intérêt de la méthode est de pouvoir dénombrer 
des suspensions riches sans effectuer de dilutions, car le volume délivré en surface d'une 
grande boîte de Petri est très faible : 49,2 yL, alors qu'il est de 0,l mL ou de 1 mL dans 
les méthodes classiques. 
L'objectif est donc d'adapter une méthode de dénombrement de coliformes thermotolérants 
en milieu solide à l'utilisation du système spirala. Il faut pour cela choisir le milieu adéquat. 
C'est le milieu VRBL (violet cristal, rouge neutre, bile, lactose) qui a été choisi. : milieu 
décrit dans la méthode de routine de dénombrement des coliformes thermotolérants à 44 OC. 

Répondre aux critères microbiologiques appliqués à la chair à saucisse 
La précision du dénombrement par la méthode spiralB n'est satisfaisante que pour au 
moins 15 colonies par boîte, soit 3.10' microorganismes par millilitre de la suspension 
mère pour un inoculum de 4 9 2  PL, ou 1,5.102 microorganismes par millilitre de la 
suspension mère pour un inoculum de 100 vL. La suspension mère étant préparée à partir 
de 1 g pour 10 mL, le produit d'origine doit contenir au minimum 3.102.10, soit 3.103 
microorganismes par gramme de produit ou 1,5. IO2. 10, soit 1,5. 10' microorganismes par 
gramme de produit. 
Il est cependant possible, si l'on suspecte une suspension faiblement contaminée, de réaliser 
deux ou trois ensemencements sur la même boîte. Il faudra donc diviser le résultat obtenu 
respectivement par deux ou trois. En réalisant trois ensemencements sur la même boîte et 
pour un inoculum de 49,2 PL, on peut alors dénombrer 15 colonies pour 3 .49,2 yL, soit 
3.102 1 3 = 102 microorganismes par mL de suspension mère, donc IO7 microorganismes 
par gramme de produit. Cette méthode peut alors être appliquée pour un critère de IO3 
microorganismes par gramme de produit ; cependant, elle ne peut l'être pour des critères 
inférieurs. 
La chair à saucisse crue répond aux caractéristiques suivantes : « Produits de charcuterie 
crus, hachés, à consommer après cuisson. >> Le critère concernant les coliformes fécaux 
est de : < 10' coliformes fécaux par gramme de produit. 

Le milieu VRBL est sélectif des coliformes par la présence de sels biliaires et de cristal violet et 
permet la lecture du caractère lactose. Incubé à 44 OC, ce milieu permet de sélectionner les 
coliformes thermotolérants (norme NF V08-060 de mars 1996). 
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Milieux et 
matériel 

Mode 
opératoire 

Lecture et 
interprétation 

La norme préconise une méthode en double couche, pour éviter un envahissement. 11 faudra 
donc couler en surface une couche de milieu VRBL après complète absorption de l'inoculum. 

Milieu 
Gélose VRBL. 

Matériel 
- Ensemenceur spiralm (Intersciences). 
- Grille calibrée spirale transparente. 
- Godets stériles. 
- Fioles à vide de 1 à 2 L de capacité et pompe à vide donnant une dépression de 50 à 

60 cm de Hg. 
- Filtres en acier inoxydable, stérilisables. adaptés aux godets avec tamis de 32x32 mm à 

mailles de 100 à 500 Fm. 
- Flacon contenant 10 mL de tryptone sel et broyeur, ou Stomacher et sac contenant 

10 mL de tryptone sel. 
- Désinfectant liquide : eau de Javel à 12 Ochlorométrique ou alcool à 95 % (vlv). 

Prélèvement de l'échantillon pour essai - Préparation de la suspension mère 
- Prélever au scalpel stérile 10 g de chair à saucisse et transférer stérilement dans un 

flacon stérile ou dans un sac plastique pour malaxeur Stomacher, à compléter à 100 mL 
avec le diluant stérile. 
On peut également prélever une quantité approximative de chair à saucisse et transférer 
en flacon stérile préalablement taré. Peser l'ensemble précisément, en déduire la masse 
pesée, ajouter un volume de diluant (mL) égal à 9 fois la masse pesée exprimée en grammes. 

- Réaliser le broyage. 
- Il est nécessaire de filtrer le broyat obtenu pour ne pas boucher le système de distribution 

de l'échantillon. 
Si l'on utilise le Stomacher, le sac plastique est muni sur le côté d'une bande filtrante et 
il suffit de prélever le filtrat. 
Il n'est pas nécessaire dans la méthode à 1'Ensemenceur spiralad'effectuer des dilutions. 

Ensemencement et incubation 
- Remplir un godet de désinfectant liquide et un autre avec de l'eau stérile pour la 

désinfection et le rinçage de l'appareil. 
- Mettre sous vide le circuit d'aspiration de llEnsemenceur spiralB. 
- Désinfecter le système en aspirant du désinfectant pendant 1 à 2 secondes, puis rincer 

par aspiration d'eau stérile pendant 1 à 2 secondes (répéter ce rinçage 5 fois). 
- Remplir un godet de la suspension mère filtrée. 
- Aspirer une quantité suffisante d'inoculum sans faire de bulles et fermer la vanne 

d'aspiration avant de retirer le stylet. 
- Placer la boîte de Petri contenant le milieu bien au centre de la platine tournante et 

baisser le stylet au contact du milieu, sur lequel il doit reposer librement. 
- Après absorption de I'inoculum, couler la couche de milieu VRBL en surfusion. Laisser 

solidifier. 
- Retourner les boîtes de milieu ensemencées. 
- Les placer à l'étuve à 44 OC pendant 24 heures. 
- Désinfecter l'appareil entre chaque ensemencement. 

La grille calibrée permet le dénombrement. C'est un cercle de 77 mm de diamètre divisé 
en 2 couronnes par 3 cercles concentriques équidistants et en 8 secteurs égaux espacés de 
45 O. Certaines couronnes sont encore divisées en 3 (Fig. 8, page 58). 
- Compter les colonies rouges (lactose positive) dans les secteurs divisés en trois, en 

commençant par la zone la plus externe, puis éventuellement dans la zone suivante jusqu'à 
en dénombrer 20 ; continuer à tout compter dans la zone où la 20" colonie a été comptée. 



- Compter le nombre de colonies dans l'aire symétrique par rapport au centre des cercles 
(diaméiralement opposés). 

- Totaliser les deux chiffres obtenus. 
S'il y a moins de 20 colonies dans un secteur, compter toutes les colonies de la boîte. 

Le nombre N de coliformes fécaux par gramme de chair à saucisse est évalud par la 
formule suivante. 

(n, + n,) v 
N =  

vto t  m 

m : masse pesée de chair à saucisse. 
V : volume total de la suspension mère. 
n ,  et n, : nombre de colonies comptées sur deux secteurs diamétralement opposés, 

pour en avoir au moins 20 par secteur, en partant des zones les plus externes. 
Vta : Volume correspondant à la totalité des deux secteurs dans lesquels les colonies 

ont été dénombrées Ce volume est donné par le constructeur de l'appareil. 
N : quantité de coliformes thermotolérants par gramme de chair à saucisse. 

Exemples 
- Si l'on compte 25 et 42 dans les zones 3c : 

Vtot = 0,54.1 mL 
n , + n 2 = 2 5 + 4 2 = 6 7  
m = 9'25 g 67 83,25 
V=9.9,25=83,25rnl N =  par gramme de chair à saucisse 

0,54 . 9,25 

-On dénombre le même nombre de colonies mais dans deux secteurs plus grands 
représentant chacun un huitième de cercle : 

Vtot = 12,3.1 mL 
n, + n, = 25 + 42 = 67 

67 83,25 
N =  par gramme de chair à saucisse 

12,3 . ' 9'25 
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Expression du 
résultat 

Peptone ............................................................................ 7 g 
Extrait de levure ............................................................... 3 g 

.................................................................. Sels biliaires 1,5 g 
........................................................................... Lactose 10 g 

Chlorure de sodium ......................................................... 5 g 
Rouge neutre ............................................................... 0'03 g 

............................................................. Cristal violet 0,002 g 
............................................................... Agar-agar 12 à 18 g 

................................................................. Eau qsp 1 000 mL 

Composition 
du milieu 

Dissoudre les composants dans l'eau en portant à ébullition 15 minutes. Ajuster le pH 
pour qu'il soit à 7,4 après ébullition. 
Ne pas autoclaver le milieu, mais le préparer extemporanément. 

Composition du 
milieu VRBL 
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Dénombrement 
après culture en milieu liquide 

des coliformes 
dans les quenelles fraîches 

NF ISO 4831 indice de classement V 08- 016 de juillet 1991 
Directives générales pour le dénombrement des coliformes : technique du nombre le plus probable 

Objectif 

Choix des 
dilutions 

Principe 

Milieux 

Il s'agit de répondre à l'un des critères microbiologiques relatifs aux produits de charcuterie 
cuits et quenelles emballées sous plastique ou non (Arrêté du 21 décembre 1979 : 
coliformes à 30 O C  < IO3 par gramme). 
La méthodologie utilisée est le dénombrement en milieu liquide, avec une étape 
d'enrichissement sélectif permettant la multiplication préférentielle des coliformes et une 
étape de confirmation sur un milieu sélectif et d'identification. 

11 s'agit de savoir si les quenelles satisfont au critère établi : moins de IO3 coliformes/g. 

10-4 
Dilution Suspension 

mère=dillO-1 

Si le produit satisfait au critère 

Nombre de coliformes/mL 1 < 100 c l 0  1 < 1  1 O 

Si le produit ne satisfait pas au critère 

Nombre de colifomes/mL 1 > 100 / > I O  1 > 1  1 O 

Les trois premières dilutions permettront dans tous les cas de répondre à l'objectif, 
cependant, les directives générales recommandent d'effectuer un nombre de dilutions tel 
que les tubes de la dernière dilution soient négatifs, donc les quatre dilutions sont 
ensemencées. 

Les coliformes sont des bactéries capables de cultiver en présence de sels biliaires ou 
d'agents de surface tensioactifs et qui, à la température de 30 O C ,  35 O C  ou 37 O C ,  
provoquent la fermentation du lactose avec production de gaz. 
- La première étape consiste à favoriser le développement des coliformes résistant à la 

présence d'agents tensioactifs, sur un milieu riche, et à leur permettre d'exprimer le 
caractère métabolique de fermentation du lactose avec production de gaz. 

- La seconde étape est réalisée sur un milieu sélectif n'autorisant que le développement 
des coliformes, résistant à la présence de sels biliaires et du vert brillant, et leur permettant 
d'exprimer le caractère métabolique de fermentation du lactose avec production de 
gaz. 

Milieu d'enrichissement sélectif : bouillon à la tryptose et au lauryl sulfate : 
double et simple concentration (+ cloche de Durham pour les seuls milieux simple 
concentration) 
Milieu de confirmation : bouillon lactosé bilié au vert brillant + cloche de Durham. 



Mode 
opératoire 

Interprétation 
des résultats 

Expression du 
résultat 

Composition 
des milieux 

- - 

Réalisation de la suspension mère 
Sans norme spécifique, on peut suivre un protocole classique de réalisation, à savoir 
peser 10 g de produit et les introduire dans 90 mL de diluant ; réaliser le broyage : la 
suspension mère représente donc une dilution IO-' du produit. 

- -  - 

Réalisation des dilutions 
Dilutions 1 O-', 1 IO4 en milieu tryptone sel. 

Dénombrement des coliformes 
- Ensemencer les dilutions préparées dans le milieu d'enrichissement sélectif : bouillon 

à la trvutone et au laurvl sulfate. 

Nombre de tubes r - 

3 l 3 l 3 I 3 l 3 1  

- 

Dilutions 

Volume inoculé (mL: 

- Incuber à 30 OC ou 35 OC ou 37 OC (le choix est laissé dans les directives) pendant 24 h +2 h. 
Ce temps d'incubation peut être prolongé jusqu'à 48 h si, au bout de 24 heures, ni trouble 
ni dégagement gazeux ne sont observés. 

Confirmation 
-Repiquer une anse de chaque milieu double concentration dans un tube de milieu de 

confirmation : bouillon lactosé bilié au vert brillant + cloche de Durham. 
- Repiquer de même une anse de chaque milieu simple concentration présentant soit un 

trouble, soit un dégagement gazeux, dès que l'un des deux caractères se manifeste. 
- Incuber les milieux de confirmation à 30 OC, 35 OC, ou 37 OC pendant 24 ou 48 h. 

~ i l i e u  double concentration 

Suspension mère 

1 O 

Sont considérés comme positifs, et affectés du chiffre 1, les tubes présentant un dégagement 
gazeux après 24 h +2 h ou 48 h +2 h. 

Le nombre de coliformes par gramme est obtenu en multipliant le NPP par l'inverse du 
taux de la dilution la plus faible retenue pour la détermination du NPP (en tenant compte 
de la dilution de la suspension mère). 
Si cette dilution correspond aux tubes double concentration ensemencés avec 10 rnL de 
la suspension mère, il faut diviser le NPP par 10. 
Exprimer ce résultat avec les limites de confiance données par le tableau 3 (page 62). 

Milieu simple concentration 

Sm 

1 

Bouillon à la 
trYPtose et au lauryl 

Bouillon lactosé 
bilié au vert brillant 

1 1 

Tryptose ........................................................................ 20 g 
Lactose ............................................................................ 5 i? 

sulfate simple 

........................................................ Chlorure de sodium 5 g 

104 

1 

.................. Hydrogénomonophosphate de potassium 2,75 g 
........................ Dihydrogénophosphate de potassium 2,75 g 

............................................. Lauryl sulfate de sodium 0,l g 
Eau distillée .................................................. qsp 1 000 mL 

Peptone ......................................................................... 10 g 
Lactose .......................................................................... 10 g 

............................................. Bile de bœuf déshydratée 20 g 
Vert brillant ............................................................ 0,0133 g 
Eau ................................................................. qsp 1 000 mL 
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Dénombrement 
par méthode DEFT 

de la flore totale du lait 

Objectifs 

Principe 

Matériel 
et réactifs 

II s'agit de dénombrer les microorganismes du lait cru par une méthode rapide donnant 
des résultats très voisins de ceux obtenus avec la méthode classique de dénombrement 
par culture en milieu solide. 

Un échantillon du lait à dénombrer, éventuellement dilué préalablement, est prétraité 
pour être filtré à l'aide de l'appareil Nucléoporea sur membrane en polycarbonate. 
Le filtrat est donc passé à travers une membrane en polycarbonate de porosité uniforme 
qui laisse passer la lumière et, du fait de sa structure plane, retient toutes les bactéries en 
surface. Le filtre est ensuite coloré par un colorant fluorescent ou fluorochrome, puis 
rincé au citrate et à l'isopropanol pour éliminer l'autofluorescence du filtre : une coloration 
à l'acridine orange permet la lecture et la distinction entre les cellules mortes et les cellules 
vivantes. Une présomption d'identification peut être effectuée par l'étude morphologique. 
Manuellement, la lecture sera effectuée sur une dizaine de champs pour obtenir un nombre 
total de bactéries suffisamment représentatif, de 150 à 200 au total. 
On déterminera le nombre de « colonies » par champ. Les colonies sont définies comme : 
« cellule ou groupe de cellules séparé par une distance égale ou supérieure à deux fois le 
plus petit diamètre des deux cellules les plus proches l'une de l'autre ». 

Matériel 
-Support de filtration en verre gradué avec pince de serrage commercialisé par 

Schumacher DMF (Fig 13, page 68). 
- Fiole à vide adaptée (diamètre de x mm) reliée à une trompe à vide. 
- Membranes Nucléopore@ à pores capillaires, de 25 mm de diamètre en polycarbonate, 

de porosité 0,22 ym. 
- Microscope à épifluorescence avec lampe à vapeur de mercure à haute pression. 

Réactifs 
- Bactotrypsine ou trypsine à 25 g.L-l à diluer dans l'eau distillée et à conserver, 

éventuellement congelée, à -25°C. 
- Surfactant triton X 100 dilué à 0,5 % (vlv) en eau distillée ou à 0,l % (vlv). 
- Solution d'acridine orange à 0,l mg.mL-' : dissoudre 25 mg d'acridine orange dans 100 mL 

de solution tampon à pH 6,6. 

ATTENTION ! 
Ce produit est cancétighne, éviter tout contact et toute inhalation. Il est 
à manipuler avec des gants et avec un masque pour la pesée. 11 sera éli- 
miné sur charbon actif. 

- Isopropanol solvant organique, (ne pas approcher d'une zone de chaleur). 
- Tampon acide citrique 0 , l  mol. L-' (pH 6,6). 
- Tampon acide citrique 0 , l  mol. L-' (pH 3). 
Avant utilisation, il est préférable de filtrer les réactifs à travers une membrane en acétate 
de cellulose de 0,22 ym de porosité pour éliminer les impuretés qui gêneraient la filtration 
et l'observation. 
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Verser 0,5 rnL Ajouter 2 rnL Prélever 2 rnL Incuber 10 rniri Membrane en 5 mL de triton 
de bactotrypsine de Tnton X-100 d'échantillon de lait à 50 "C - polycarbonate de XIOO A 50 

@ 25 mm de diamètre filtrer 

Coloration à I'acridine orange 

rincer au tampon citrate pH3 d'isopropanol sécher à l'air sec 

Montage de la membrane e t  comptage 

Placer la membrane entre deux gouttes d'huile à immersion, recouvrir d'une lamelle 
Observer au microscope à épifluorescence l'objectif x100. 

Schéma récapitulatif d u  denombrement  



Contrôle de stérilité 
d'un jus de fruits par ATPmétrie 
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Objectif 
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opératoire 

Évaluation du 
résultat 

Le kit jus de fruits lumac (groupe Perstorp Analytical) permet de vérifier la stérilité des 
produits du type jus de fruits (ou produits similaires, soupe, sauce, crème). 

Échantillon 
- Préincuber le pack de jus de fruits pendant une courte période. 
- Pipeter 50 pL d'échantillon et l'introduire dans une lumacuvette. 
- Additionner le perméabilisant spécifique des cellules somatiques (pulpes) des jus de 

fruits ; dans la plupart des cas, en volume égal à celui de l'échantillon. Dans ces 
conditions, l'extraction quantitative de I'ATP se fait en 10 à 15 secondes pour des 
concentrations cellulaires inférieures à 107/mL (pour des concentrations plus importantes, 
une dilution de l'échantillon est nécessaire). 

- Ajouter 20 pL de solution d' ATPase (reconstituée dans du tampon à pH 7,75), permettant 
la dégradation de 1'ATP non microbien. 

- Incuber 45 minutes à température ambiante ou 30 minutes à 37 OC. 
- Placer la cuvette dans la chambre de mesure du Biocounter. 
- Ajouter l'agent d'extraction de I'ATP microbien, dans la majorité des cas, en volume 

égal à celui de l'échantillon. L'extraction quantitative de 1'ATP se fait en 10 à 15 secondes 
pour les concentrations bactériennes inférieures à 1 08/mL (pour des concentrations plus 
importantes, une dilution de l'échantillon est nécessaire avant traitement). Dans le cas 
des levures et moisissures. l'extraction est complète après, respectivement, 30 et 60 
secondes. Les spores peuvent nécessiter des procédures spéciales. 

- Après 30 secondes de contact, introduire le complexe luciférine-luciferase reconstitué 
dans du tampon à pH 7,75 contenant les ions Mg2+ nécessaires à la réaction ainsi qu'un 
agent chélatant permettant d'éviter les interférences dues aux ions Ca2 + et aux ions 
métalliques inhibiteurs. 

- Lire les Unités Relatives de Lumière (RLU). 

Contrôle 
Un produit stérile est mesuré dans les mêmes conditions et servira de témoin. 

Comparer la valeur (en RLU) des échantillons et du témoin. 
Si la RLU est 3 fois supérieure ou plus à la RLU du témoin, le jus de fruits est contaminé. 
Si la RLU est moins de 2 fois supérieure à la valeur en RLU du témoin, le jus de fruits est 
stérile. 
Si la RLU est moins de 3 fois et plus de 2 fois supérieure à la valeur en RLU du témoin, 
prolonger l'incubation de 6 heures et recontrôler. 



CHAPITRE IV 

POPULATIONS CONTAMINANTES 
ALTÉRANT LA QUALITÉ SANITAIRE ET 

MARCHANDE 

1. Flore totale aérobie mésophile 

Il s'agit de l'ensemble des microorganismes capables de se multiplier en aérobiose à des températures optimales de 
croissance comprises entre + 20 OC et + 45 OC. 
Cette microflore peut comprendre des microorganismes pathogènes pour l'homme et l'animal mais aussi des micro- 
organismes d'altération variés. 
Ainsi, en microbiologie alimentaire, on recherche et dénombre les microorganismes aptes à cultiver en 72 heures à 30 OC 
et en gélose pour dénombrement. Dans ce cas, la microflore exigeante (exemple : les Lcictobacillus) n'est pas détectée. 

Indice de la qualité sanitaire 
Il n'y a pas toujours de relation très étroite entre une valeur élevée de la flore totale aérobie mésophile et la présence de 
microorganismes pathogènes. 
Cependant, on considère que, en général, il n'y a de risque pour la santé du consommateur que si la flore totale 
mésophile aérobie est supérieure ou égale à 105 microorganismes/g. 

Indice de la qualité marchande 
La flore totale peut aussi être considérée comme flore d'altération car la présence d'une flore mésophile aérobie 
revivifiable abondante indique un processus de dégradation en cours. Il n'y a cependant pas de relation étroite entre le 
nombre total des microorganismes et le temps d'apparition de l'altération perceptible des caractéristiques organoleptiques 
de l'aliment. En effet, la détérioration peut être due à un groupe microbien ne constituant à l'origine qu'une fraction de 
la population totale. 
En principe, une flore totale aérobie mésophile dépassant 106 à108 microorganismes par gramme provoque une détério- 
ration visible du produit. 

Le dénombrement de la flore totale aérobie mésophile reste la meilleure méthode permettant d'estimer l'indice de 
salubrité et de qualité des aliments dans le contrôle industriel. Un aliment dont la flore totale est trop élevée montrera 
de mauvaises conditions de conservation et sera considéré comme impropre à la consommation. 

Les manipulations 1 et 8 présentent le dénombrement de la flore totale dans le lait à l'aide de deux méthodologies 
différentes : dénombrement dans la masse d'un milieu gélosé et dénombrement par la méthode DER.  

2. Flores indicatrices de contamination fécale 

La présence de ces flores témoigne d'une altération de la qualité sanitaire de l'aliment. 

2.1. Choix des flores indicatrices de contamination fécale 
Les flores indicatrices de contamination fécale sont représentées par les microorganismes vivant normalement dans 
l'intestin de l'homme et des animaux. Leur présence dans un aliment révèle une contamination fécale et la présence 
éventuelle d'une bactérie pathogène responsable de toxi-infection. 
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L'origine de ces bactéries est le plus souvent le tube digestif de l'homme ou de l'animal : 
- Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi A et B responsables des fièvres typhoïde et paratyphoïdes ; 
- des sérovars responsables de gastro-entérites (Salmonella Typhimurium) ; 
- Vïbrio cholerae ; 
- E. coli entéropathogènes ; 
- Yersinia enterocolitica ; 
- Campylobacter jejuni ; 
- Shigella dysenteriae ; Shigella sonnei ; 
- Clostridium perfringens ; 
- Bacillus cereus.. . 

Les bactéries responsables des toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) seront étudiées au chapitre 5. 
Les flores indicatrices de contamination fécale sont représentées par trois groupes : 

- les coliformes et coliformes thermotolérants, en particulier E. coli, ainsi que les entérobacténes dans leur ensemble ; 
- les streptocoques fécaux ; 
- les Clostridium sulfitoréducteurs. 

Critères pris en compte dans le choix des flores indicatrices 
Pour être prises en compte comme indice de contamination, ces flores doivent répondre à un certain nombre de critères : 

- la sensibilité de détection qui est d'autant plus grande que le germe recherché représente une fraction plus 
importante de la population contaminante : ces microorganismes doivent apparaître en plus grande quantité que 
les pathogènes ; 

- la résistance des microorganismes indices qui est définie par leur durée de survie dans le milieu extérieur, et qui 
doit être supérieure à celle des germes pathogènes ; 

- la spécificité à l'égard de la source de la contamination : selon la nature des germes-tests recherchés, une 
réelle contamination d'origine fécale pourra être présumée plus ou moins fortement. La meilleure spécificité est 
assurée par des bactéries d'origine strictement fécale : c'est le cas des coliformes thermotolérants, qui restent le 
groupe privilkgié, et plus particulièrement E. coli. Les coliformes thermotolérants font l'objet de dénombrements 
pour la plupart des produits alimentaires. Il n'y a pas de risque de présence d'un microorganisme pathogène si les 
microorganismes indices sont absents dans le produit. Les bactéries indicatrices doivent être mises en évidence, 
dénombrées, voire identifiées par des méthodes simples et fiables. 

Les bactéries intestinales répondant le mieux à ces critères correspondent aux trois groupes cités, en particulier parce 
qu'il s'agit des bactéries les plus fréquentes après les espèces anaérobies strictes (bonne sensibilité). En effet, les 
espèces anaérobies strictes autres que les Clostridium sulfitoréducteurs ne sont pas recherchées car elles sont très 
difficiles à mettre en évidence par des méthodes simples et ne répondent donc pas au dernier critère. 

Recherche des flores indicatrices 
Dans les eaux de consommation bnites (eaux de source), l'ensemble des flores de contamination fécale est dénombré. 
Dans les eaux de consommation traitées, elles sont également recherchées, mais leur absence montre l'efficacité du 
traitement. 
Pour les produits alimentaires autres que les eaux de consommation, il s'agit de rechercher des microorganismes dont 
la présence révèle une contamination probable du produit et au minimum une mauvaise hygiène lors de sa fabrication. 
II y a alors présomption de microorganismes pathogènes, principalement de Salmonella, dont l'habitat normal est 
l'intestin de porteurs sains ou de malades. 
Les coliformes seront dénombrés essentiellement dans deux cas : 

- lorsqu'il peut y avoir eu contact avec les viscères de l'animal lors de l'abattage de celui-ci ; 
- lorsque le produit a été manipulé pour sa préparation, afin de vérifier que cette manipulation a été réalisée dans 

des conditions d'hygiène satisfaisantes. 
Pour la plupart de ces produits, la recherche et le dénombrement de coliformes témoins de contamination fécale s'ac- 
compagnent de la recherche de salmonelles. 
Pour l'eau de consommation, les salmonelles ne seront recherchées qu'en cas de suspicion particulière suite à une 
épidémie de gastro-entérite. 

La facilité de dénombrement des coliformes et le coût relativement faible qui en découle sont donc en partie responsa- 
bles de la place privilégiée qu'occupent les coliformes comme indices de la qualité hygiénique. La plupart des critères 
rnicrobiologiques officiels prennent en compte les coliformes, les coliformes thermotolérants ou E. coli. 



2. Flores indicum'ces & contamination fécule 

2.2. Coliformes et coliformes thermotolérants 

2.2.1. Dénombrement des coliformes 
Selon la norme ISO 483 1 de juillet 199 1, le terme coliforme correspond à « des organismes en bâtonnets, non sporogènes, 
à coloration de Gram négative, oxydase négative, aérobies ou facultativement anaérobies, capables de croître en pré- 
sence de sels biliaires ou d'autres agents de surface possédant des activités inhibitrices de croissance similaires, et 
capables de fermenter le lactose avec production d'acide et de gaz en 48 heures, à des tenipkratures de 35 à 37 OC. >> 

Selon les milieux et la méthodologie fixés par les méthodes normalisées, cette définition générale peut être modifiée. 
Ainsi, dans la norme ISO 4832 de juillet 1991 (V 08-015) s'applique la définition suivante : « bactéries qui, à la 
température spécifiée, forment des colonies caractéristiques, c'est-à-dire violacées, d'un diamètre de 0,5 mm ou plus, 
et parfois entourées d'une zone rougeâtre due à la précipitation de la bile. >> 

Jusqu'à l'utilisation de méthodes taxonomiques génétiques et moléculaires, quatre genres d'entérobactéries entraient 
dans la définition des coliformes (Escherichia coli, Klebsiellapneumoniae et Klehsiella oxytoca, Enterobacter cloacae 
et Enterobacter aerogenes, Citrobacter freundii, Citrobacter diversus arnalonaticus). Actuellement, à partir de la défi- 
nition donnée par la norme ISO, une cinquantaine d'espèces entreraient dans cette catégorie. 

2.2.1.1. Valeur d'indice des coliformes 
Pratiquement tous les coliformes peuvent exister en abondance dans les matières fécales des hommes et des animaux à 
sang chaud, mais certains sont également les hôtes habituels du sol et des eaux (Citrobacter, Enterobacter). L'intérêt de 
ce dénombrement est donc limité comme indice de contamination fécale, par manque de spécificité. 
Il est cependant intéressant, et fait l'objet d'analyse en microbiologie alimentaire pour différentes raisons : 

- la recherche h 37 OC est favorable au développement des microorganismes et permet une bonne revivification, 
notamment à partir de l'eau. Elle peut souvent être une première étape lors de la mise en évidence de bactéries 
coliformes d'origine fécale ; 

- ces bactéries résistent relativement bien dans le milieu extérieur et peuvent être témoins d'une contamination 
fécale un peu ancienne. Elles peuvent être aussi témoins d'une contamination par des coliformes d'origine non 
fécale provenant de l'environnement et montrant, de toutes façons, de mauvaises conditions d'hygiène (net- 
toyage-désinfection non efficace) ; 

- enfin, dans les eaux traitées, ces bactéries peuvent témoigner de la non-efficacité du traitement par des désinfec- 
tants car elles y sont sensibles : elles ne doivent donc pas être rencontrées après traitement. 

2.2.1.2. Méthodes horizontales de référence de dénombrement des coliformes 
Ces méthodes sont établies selon les normes : 

- NF ISO 483 1 de juillet 199 1 (indice de classement : V 08-016) : « Directives générales pour le dénombrement 
des coliformes - Technique du nombre le plus probable. >> ; 

- NF ISO 4832 de juillet 1991 (indice de classement : V 08-015) : « Directives générales pour le dénombrement 
des coliformes - Méthode par comptage des colonies. » 

2.2.1.3. Méthodes horizontales de routine 
Ces méthodes sont établies selon l'indice de classement V 08 050 de décembre 1992 : « Méthode de routine pour le 
dénombrement des coliformes - Méthode par comptage des colonies obtenues à 30 OC B. 

2.2.2. Dénombrement des coliformes fécaux ou thermotolérants et de E. coli 
Selon la norme ISO, les coliformes thermotolérants sont des « coliformes qui prksentent les mêmes propriétés caracté- 
ristiques que les coliformes, après incubation à la température de 44 OC ». 

2.2.2.1. Valeur d'indice des coliformes thermotolérants 
Une température plus élevée permet de sélectionner les souches d'origine fécale par rapport aux bactéries issues de 
l'environnement. Celles-ci se développent rapidement en bouillon nutritif à 41 OC et généralement jusqu'à 44 OC. 
Leur présence dans l'eau témoigne d'une contamination fécale quasi certaine ; dans les autres aliments, cela est moins 
probant. Leur présence est cependant un bon indice de mauvaise condition hygiénique pendant ou après la transforma- 
tion de l'aliment. Pour une meilleure spécificité, on complète parfois le dénombrement des coliformes thermotolérants 
par une recherche d'E. coli présumés, voire une identification confirmée d'E. coli. 
« E. coli présumé >) correspond à des coliformes thermotolérants qui, à 44 OC, produisent de l'indole à partir du tryptophane. 
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2.2.2.2. Méthode horizontale de référence pour les E. coli présumés 
Cette méthode est établie selon la norme NF ISO 7251 de septembre 1994 (indice de classement V 08-020) « Directi- 
ves générales pour le dénombrement d'E. coli présumés -Technique du nombre le plus probable. B 

2.2.2.3. Définition des E. coli 
Jusque-là, la définition utilisée était : « E. coli correspond à des « coliformes thermotolérants qui produisent de l'indole 
à partir du tryptophane », et également : 

« - donnent un essai positif au rouge de méthyle ; 
- ne produisent pas d'acétyl-méthyl-carbinol ; 
- n'utilisent pas le citrate comme seule source de carbone ; 
- ne poussent pas en milieu au cyanure de potassium ; 
- peuvent décarboxyler l'acide L glutamique B. 

Cette définition s'est modifiée avec l'apparition de nouveaux tests d'identification et, notamment, la recherche 
d'une B-glucuronidase. On définit aujourd'hui les E. coli B-glucuronidase + comme « des bactéries qui, à 44 OC, 
forment des colonies caractéristiques en gélose peptone au tergitol additionnée soit d'un substrat chromogène, soit 
d'un substrat fluorogène révélant la présence de la B-glucuronidase, à l'exception de E. coli 0157:H7 B. 

2.2.2.4. Valeur d'indice des E. coli 
E. coli est l'espèce la plus spécifique de la contamination fécale humaine dans la mesure où elle n'existe quasiment pas 
à l'état saprophyte, car elle résiste mal dans le milieu extérieur. De plus, chez l'homme, elle est présente en très grande 
quantité (108/g), d'où une bonne sensibilité de la recherche. 
Des populations anormalement élevées d'E. coli peuvent être mises en évidence dans les volailles suite à une mauvaise 
éviscération. 
La résistance d'E. coli, parfois plus faible que celle des autres bactéries pathogènes, en particulier des salmonelles, est 
un inconvénient. 

2.2.2.5. Méthodes horizontales de référence pour E. coli 
Ces méthodes sont établies selon la norme NFV08 017 de juin 1980 (annexe aux normes V 08-015 et V 08-016) « Direc- 
tives générales pour le dénombrement des coliformes fécaux et d'E. coli - Technique du nombre le plus probable ». 

2.2.2.6. Méthodes horizontales de routine 
Ces méthodes sont établies selon l'indice de classement V 08 053 de décembre 1993 : « Méthode de routine pour le 
dénombrement des E. coli B-glucuronidase positive par comptage des colonies à 44 OC. D 

2.2.3. Dénombrement des entérobactéries 
Dans certains cas, le dénombrement des Enterobactenaceae se substitue au dénombrement des coliformes thermotolérants. 
Ceci peut se justifier par les raisons suivantes : 

- les coliformes ne constituent pas un groupe taxonomique précis ; 
- les entérobactéries pathogènes sont le plus souvent lactose négative, or les coliformes sont lactose positive ; 
- le risque de ne pas mettre en évidence les coliformes s'ils sont en petite quantité par rapport aux autres entérobactéries, 

notamment lorsque l'équilibre naturel entre les différentes flores a été modifié par un traitement (conservation au 
froid, congélation ou traitement thermique). 

Sont alors dénombrées des entérobàctéries n'étant pas d'origine fécale ; cette recherche est notamment préconisée par l'AFNOR 
pour les laits en poudre et les laits concentrés (V 08-054 de mars 1996). Ceci peut aussi s'expliquer par le fait que le lait avant 
transformation est susceptible de contenir des souches bactériennes de nombreux genres d' Enterobacteriaceae, car les 
causes et origines de la contamination peuvent être variées, et le traitement subi par le lait peut modifier considérablement 
l'équilibre entre les flores. On peut se contenter d'une recherche d'entérobactéries avec préenrichissement dans le cas où les 
bactéries risqueraient d'être trop rares. On ne peut alors que rendre un résultat concernant la présence ou l'absence 
d'entérobactéries dans une certaine quantité de produit teste. 

2.2.3.1. Méthodes horizontales de référence pour les entérobactéries 
Ces méthodes sont établies selon les normes : 

- NF ISO 7402 de juillet 1991 (indice de classement : V08 021) : « Directives générales pour le dénombrement des 
Enterobacteriaceae sans revivification. Technique du NPP et méthode par comptage des colonies » ; 

- NF ISO 8523 de juillet 1991 (indice de classement : V08 025) : « Directives générales pour la recherche des 
Enterobacteriaceae avec préenrichissement B .  
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2.2.3.2. Méthodes horizontales de routine pour les entérobactéries 
Ces méthodes sont établies selon la norme NF (indice de classement : V08 054 d'octobre 1993). 

2.2.4. Exemple de dénombrement des entérobactéries 

Se reporter aux manipulations suivantes : 
- 10 : Recherche des Enterobacteriaceae avec préenrichissement 
- 11 : Dénombrement des Escherichia coli B-glucuronidase positive dans le camembert par 

i dénombrement des colonies à 44 O C .  

2.3. Dénombrement des streptocoques fécaux 
Les streptocoques fécaux sont des streptocoques du groupe D présumés : cocci Gram positif en chaînettes, catalase 
négative et possédant l'antigène de groupe D, c'est-à-dire Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus 
durans, Streptococcus bovis et Streptococcus eyuinus. 
Les Enterococcus sont très résistants, se multiplient sur des milieux hostiles ou en conditions hostiles de croissance, ce 
qui n'est pas le cas de Streptococcus bovis ni de Streptncoccus eyuinus. 

2.3.1. Valeur d'indice 
Dans les eaux, ils sont témoins de contamination fécale, car ils ont tous un habitat fécal, mais leur spécificité n'est pas 
identique pour toutes les espèces. Dans les aliments, leur valeur d'indice de contamination d'origine fécale est plus 
discutée car ces microorganismes sont très répandus dans la nature. Ceci explique qu'ils soient en réalité peu dénom- 
brés, et imposés comme critères officiels uniquement pour les coquillages en contact permanent avec l'eau de mer : 

- E. faecalis domine chez l'homme. Assez résistant, il n'est cependant pas très spécifique ; 
- E. faecium est plus abondant chez le bétail ; 
- S. bovis est très rare chez l'homme, mais c'est l'espèce prédominante du bétail ; plus fragile que les deux précé- 

dents, il serait donc un indicateur très spécifique d'une contamination animale récente ; 
- S. equinus ne vit que dans les intestins de cheval et autres animaux à sang chaud. Il est très peu résistant hors de 

cet habitat. 
Les coliformes fécaux seraient plus fragiles que E. faecalis et E. faecium, mais plus résistants que S. bovis. Si le rapport 
coliformes fécaux/streptocoques fécaux est supérieur à 1, la pollution doit être d'origine essentiellement humaine (égouts 
urbains). En effet l'homme, à la différence des animaux, excrète beaucoup moins de streptocoques fécaux que de coliformes. 
Selon les directives des communautés européennes, les eaux d'alimentation ne doivent présenter aucun streptocoque 
fécal ni aucun coliforme thermotolérant dans 100 mL d'eau. 
Ils sont aussi dénombrés dans les coquillages bivalves et les oursins vivants. 
Ce groupe se caractérise par une très forte résistance à l'azide de sodium, qui est fortement inhibiteur pour les 
entérobactéries. La sélectivité peut être suffisante pour rendre pratiquement inutile l'identification. 

2.3.1.1. Méthode officielle pour les streptocoques fécaux 
Il s'agit d'un dénombrement en milieu liquide : 

- test présomptif : milieu de Rothe ; 
- test confirmatif : milieu de Litsky. 

2.3.1.2. Méthode normalisée pour les streptocoques fécaux 
Cette méthode est établie selon la norme NF T90-416 d'octobre 1993 : « Dénombrement par filtration sur membrane 
dans les eaux de consommation B. 

2.4. Dénombrement des Clostridium sulfitoréducteurs 

2.4.1. Définition 
Les Clostridium sulfitoréducteurs sont des bacilles Gram positif anaérobies stricts capables de sporuler, réduisant les 
sulfites en sulfure. Hôtes normaux de l'intestin, ils peuvent également être d'origine tellurique. 
Leurs spores sont recherchées dans l'eau comme indice de contamination fécale ancienne. 
En bactériologie alimentaire, on recherche essentiellement les espèces d'origine fécale, en particulier Clostridium 
perfringens qui peut être responsable de toxi-infections alimentaires. 
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2.4.2. Valeur d'indice 
Dans les eaux, les formes sporulées, plus résistantes que les formes végétatives des coliformes fécaux et des streptocoques du 
groupe D, permettent de déceler une contamination fécale ancienne. Elles sont mises en évidence par culture à 37 OC en 
24 heures. Mais ce sont aussi des germes telluriques, et l'origine fécale n'est pas certaine lorsqu'ils sont seuls à être retrouvés. 

En réalité, pour les produits autres que l'eau de consommation, sont recherchés et dénombrés les anaérobies 
sulfitoréducteurs cultivés à 46 OC ou Clostridium pelfringens présumés, car certains sérovars sont toxinogènes, et donc 
fortement impliqués dans l'étiologie des toxi-infections. Il existe cinq types de C. pelfringens (A, B ,  C, D, E) selon les 
toxines présentes. Pour trois d'entre eux, la température optimale de croissance est de 45 OC, d'où le choix de recher- 
cher les anaérobies sulfitoréducteurs à 46 OC. 

Il est possible de dénombrer soit les spores, après avoir éliminé par chauffage à 80 OC pendant 10 minutes les formes 
végétatives, soit directement les formes végétatives. La mise en évidence de Clostridium sulfitoréducteurs ne permet 
pas d'affirmer que ce sont des Clostridium pelfringens, et il faut confirmer les résultats obtenus. C'est pourquoi, les 
anaérobies sulfitoréducteurs à 46 OC sont souvent dénombrés directement en utilisant un milieu sélectif. 

2.4.3. Dénombrement 

2.4.3.1. Méthode officielle de dénombrement des Clostridium sulfitoréducteurs 
Elle utilise : 

- la filtration sur membrane : VF complète (additionnée de sulfite et de sels de fer) avec jarre anaérobie ; 
- les géloses profondes : VF complète (additionnée de sulfite et de sels de fer). 

2.4.3.2. Méthode officielle de dénombrement des anaérobies sultitoréducteurs (à 46 O C )  

Différents milieux sont proposés pour ce dénombrement, le milieu recommandé aujourd'hui est le milieu TSC (Tryptone, 
Sulfite, Cyclosérine, citrate de fer ammoniacal, métabisulfite de sodium) qui permet de mettre en évidence la réduction 
des sulfites en sulfures. 

3. Flores d'altération de la qualité marchande 

La valeur marchande des aliments peut être affectée par la prolifération et l'action de microorganismes contaminants 
entraînant : 

- la modification de l'aspect et de la texture du produit par digestion de macromolécules, par libération de gaz, par 
production de substances colorantes ; 

- l'altération des caractéristiques organoleptiques par libération de substances, volatiles ou non, qui modifient le 
goût et l'odeur ; 

- la détérioration du conditionnement par production de gaz (gonflement de l'emballage) ; 
- la diminution de la valeur calorique et nutritionnelle par dégradation des molécules à haute valeur énergktique. 

Ces flores sont responsables de la détérioration des aliments au cours de leur conservation, et certaines d'accidents en 
cours de fabrication. 
La recherche de ce type de microorganismes s'effectue donc préventivement sur les matières premières ou sur le 
produit fini, ainsi qu'après un accident de fabrication. 

Une charge microbienne faible de l'aliment peut être tolérée. Cependant, plus le nombre de germes est élevé, plus le 
risque d'altération sera grand et la conservation limitée. 
L'analyse quantitative de ces flores d'altération doit être complétée par une analyse qualitative, permettant de distinguer 
les espèces particulièrement dangereuses pour la bonne conservation du produit de celles qui sont neutres, voire utiles. 
La connaissance de la nature de ces flores peut également renseigner sur l'origine de certaines contaminations et elle 
est indispensable pour les combattre efficacement. 

Seules quelques-unes des espèces présentes seront responsables de l'altération du produit. Elles sont d'abord sélection- 
nées en fonction des conditions physico-chimiques mises en jeu (nature du produit, pH, Aw, pression partielle en 
oxygène, température de stockage, etc.) et peuvent éventuellement être remplacées par d'autres espèces qui trouvent 
dans le milieu transformé des conditions encore plus favorables. 
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L'évolution de la microflore contaminante, souvent plurimicrobienne, dépend de facteurs liés : 
- aux caractères physiques et chimiques de l'aliment ; 
- aux conditions de fabrication et de conservation du produit ; 
- aux traitements auxquels l'aliment est éventuellement soumis ; 
- aux caractères physiologiques des microorganismes présents ; il se crée une sélection aboutissant à la multiplica- 

tion de certaines espèces responsables de l'altération du produit. 
Éventuellement, d'autres espèces peuvent alors profiter des modifications apparues dans l'aliment, se multiplier, et 
engendrer d'autres dégradations. 

On peut envisager une classification des flores d'altération en tenant compte des facteurs qui influencent leur dévelop- 
pement dans l'aliment : 
- flore d'altération se développant en fonction de la composition de l'aliment : ainsi, la flore lipolytique altère les 

produits riches en lipides tels le beurre, le lait (Voir 3.1.1), la flore caséolytique, les produits riches en caséine tels les 
produits laitiers (Voir 3.1.2), etc. 

- flore d'altération se développant en fonction des conditions de fabrication et de conservation du produit : il s'agit 
essentiellement de la flore psychrotrophe (Voir 3.2) qui se développe aux températures de réfrigkration. Le froid 
assure par ailleurs une inhibition de la croissance de la plupart des microorganismes ; 

- flore d'altération sélectionnée par sa résistance à un traitement thermique : exposés à une température suffisamment 
élevée pendant un temps suffisamment long, les microorganismes sont détruits. Mais la résistance à la chaleur varie 
considérablement d'une espèce à l'autre. 
La présence ou la non-présence de spores est plus importante. Leur résistance est bien supérieure à celle des formes 
végétatives, et les espèces thermorésistantes sont généralement sporulées. 
L'évaluation de l'effet des traitements thermiques permet d'adapter ces traitements à la nature de la flore à détruire et 
aux caractéristiques du produit à fabriquer (Voir 3.3). Un traitement thermique modéré va éliminer la plupart des 
microorganismes non sporulés, ne laissant survivre que les plus résistants. Seules les spores d'espèces très thermoré- 
sistantes vont résister à un chauffage intense. Certaines flores peuvent se développer à la suite d'une sélection résul- 
tant tout à la fois de leur résistance à un traitement thermique et de leur adaptation à la nature de l'aliment ; 

- la flore fongique, du fait de ses faibles exigences nutritionnelles, de sa capacité à se développer dans des conditions 
de pH et d7Aw défavorables à la croissance bactérienne, va prédominer dans certains aliments tels que les aliments 
acides, les aliments déshydratés.. . (Voir 3.4). 

3.1. Recherche de flores d'altération sélectionnées par la nature du produit 

3.1.1. Flore lipolytique 
Ce sont des microorganismes possédant des enzymes qui hydrolysent la matière grasse. 
Ils sont responsables d'altérations du goût et de l'odeur des laits conservés au froid, et surtout du rancissement du 
beurre, lié à l'apparition de composés d'odeurs désagréables (acides, aldéhydes, cétones). 

Les microorganismes produisant des lipases appartiennent à des groupes vari6s. On les trouve parmi : 
- les bactéries, dont de nombreux genres sont psychrotrophes (Pseudomonas, Achromobacter, Alcaligenes, Serratia, 

Micrococcus, Bacillus) ; 
- les levures (Candida, Torula, certaines espèces de Saccharomyces) ; 
- les moisissures (Aspergillus, Geotrichum, Mucor, Penicillium). 

Leur dénombrement dans les matières premières ou les produits finis présente un grand intérêt car la conservation des 
matières grasses animales ou végétales (crème, beurre, margarine, huiles.. .) dépend de leur concentration. 

Exemple de dénombrement de la flore lipolytique 

Se reporter à la manipulation 12 : Dénombrement des microorganismes lipolytiques par cul- 
ture en surface d'un milieu gélosé dans le beurre, le lait ou le fromage. 
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3.1.2. Flore caséolytique 
Elle est constituée de microorganismes capables de sécréter des protéases exocellulaires pouvant hydrolyser la caséine 
du lait et des produits laitiers. 
Cette microflore est indésirable dans la plupart des produits, mais elle joue aussi un rôle utile dans la maturation des 
fromages. La digestion plus ou moins poussée de la caséine donne au lait un goût amer et âcre, au beurre un goût de 
fromage et est responsable des altérations des fromages (ramollissement, gonflement). 11 peut y avoir combinaison des 
produits issus de la caséolyse et de la lipolyse conduisant à la formation de substances d'odeur repoussante. 
Les microorganismes caséolytiques appartiennent à des groupes variés : des bactéries psychrotrophes (Pseudomonas, 
Micrococcus, Bacillus) mais aussi Proteus et ou Lactococcus, des moisissures (Penicillium, Geotrichum). 

Exemple de dénombrement de la flore caséolytique 

Se reporter la manipulation 13 : Dénombrement de la flore caséolytique du beurre ou des 
fromages. i iYYLe2 

3.1.3. Flore lactique 
Les bactéries lactiques sont capables de produire par fermentation de l'acide lactique D (-), L (+) ou DL. 
Il s'agit des genres suivants : Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Tetragenus. Le 
genre Bijîdobacterium réalise une fermentation mixte lactique-acétique. 
Ces bactéries, n'ayant pas de pouvoir pathogène, n'ont pas de signification défavorable pour la qualité sanitaire de l'aliment. 
En revanche, elles peuvent être des agents d'altération à l'origine de difficultés pour certaines industries. 
Lactobacillus viridescens est responsable du verdissement des viandes, jambons, saucissons crus conservés sous vide. 
Ce verdissement provient de l'oxydation des pigments héminiques de la viande par le peroxyde d'hydrogène (H,O,), 
produit du métabolisme du Lactobacillus. 
Le surissement des jus de fruits est souvent dû à Lclctobacillus brevis ou Lactobacillus plantarum. 
Une production de viscosité peut apparaître suite à un développement de Leuconostoc (dextranicum et mesenteroides) 
dans des laits gélifiés, des sirops ou de Lactobacillus dans le lait, le cidre, la bière et le vin. En brasserie, la tolérance au 
houblon de Pediococcus damnosus fait de cette bactérie un agent responsable d'accidents de fabrication. 

Exemple de dénombrement de la flore lactique 

1 Se reporter à la manipulation 14 : Dénombrement d a  bactéries lactiques d'un vin. I 
3.1.4. Flore acétique 

Les bactéries acétiques sont des bacilles Gram négatif, aérobies stricts, chimio-organotrophes, capables d'utiliser de 
nombreux substrats carbonés : glucose, éthanol, glycérol, et lactate pour certaines. Les genres Acetobacter et 
Gluconobacter sont essentiellement rencontrés. 

, 
Ces bactéries sont présentes sur le raisin et tout au long de la vinification ; elles peuvent se multiplier dans le vin à la 
suite d'une pénétration même limitée d'oxygène. 11 en résulte une production d'acide acétique qui peut conduire à la 
piqûre acétique du vin et à une production d'acétate d'éthyle également nuisible. 

Exemple de dénombrement de la flore acétique 
"-- 

Se reporter à la manipulation 15 : Dénombrement et identification des bactéries acétiques du vin. 

3.2. Microflore liée au mode de fabrication et de conservation 

3.2.1. Flore mésophile protéoloytique 
Cette flore, constituée de bactéries inhibées pour des températures inférieures à 20 OC, est responsable de putréfaction. 
Pour des carcasses de viande non réfrigérées ou mal réfrigérées, une putréfaction profonde, due à la présence de 
Clostridium, apparaît. Dans le cas de l'abattage d'animaux fatigués ou stressés, n'ayant donc pas assez de réserve de 
glycogène, le pH des viandes n'a pas été suffisamment abaissé. Il reste supérieur à 6.2 et favorise le développement des 
bactéries responsables de putréfaction. 
Clostridiumpe~ringens dégrade les glucides avec production de gaz, ce qui rend la viande molle et spongieuse. Puis la 
libération de substances malodorantes (hydrogène sulfuré, mercaptans, indole, ammoniac, etc.) se produit, accompa- 
gnée du développement d'espèces très protéolytiques telles que Clostridium sporogenes, Clostridium bifermentans, 
Clostridium hystolyticum. 
La couleur de la viande est anormale, grise ou verdâtre. 
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3.2.2. Flore psychrotrophe 
Elle est constituée de microorganismes capables de se multiplier aux températures de réfrigération, mais dont la température 
optimale de croissance est de l'ordre de + 25 à + 35 OC, par exemple : Pseudomonas. Leur temps de génération, qui est de 
l'ordre de 24 heures à la température de O OC, leur permet de se développer abondamment en 1 à 3 semaines dans un aliment. 

; REMARQUE 
Les microorganismes psychrophiles ont une température optimale de croissance 
aux environs de + 15 à + 20 OC et se rencontrent peu dans les aliments. 

Les microorganismes psychrotrophes les plus couramment rencontrés sont : 
- panni les bactéries à Gram négatif saprophytes : Pseudomonas, Alcaligenes, Alteromonas putrefaciens, Aeromonas, 

Vibrio, Flavobacteum, Cytophaga, Xanthomonas, Erwinia, Serratia liquefaciens, Acinetobacter. 
Ces bactéries, dont l'habitat normal est l'eau, sont souvent apportées au cours des opérations de lavage des matières 
premières (exemple : carcasses de viande) et du matériel ; 

- parmi les bactéries à Gram positif : Bacillus (ces bactéries sporulées limitent la durée de conservation au froid des produits 
pasteurisés), Cotynebacterium, Micrococcus, Staphylococcus, Brochothrix thennosphacta, Lactobacillus viridescens ; 

- des levures et des moisissures (Penicillium, Aspergillus.. .). 

Le métabolisme des microorganismes psychrotrophes reste actif aux basses températures, la libération d'hydrolases, en 
particulier lipases, protéases.. . , est très abondante. En conséquence, ces microorganismes sont à l'origine de problèmes 
de fabrication (fromages) et de modification des propriétés organoleptiques (rancissement et odeurs désagréables). 
Cette flore entraîne des altérations pour de nombreuses denrées réfrigérées (carcasses de viande, poissons, lait, légumes.. .). 
Pour ces produits, son dénombrement est plus intéressant que celui de la flore aérobie mésophile totale. 
Les psychrotrophes Gram négatif sont détruits par la pasteurisation, mais les enzymes qu'ils produisent (lipases et 
protéinases) ne sont pas forcément altérées. Quelques bactéries responsables de toxi-infections alimentaires font partie 
de la flore psychrotrophe : Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum de type E, Yersinia enterocolitica.. . 

Exemples d e  dénombrement d e  microorganismes psychotrophes 
--- a O -  - - - -- - - -. -- - -- 
Se reporter aux manipulations suivantes : 
- 16 : Dénombrement des microorganismes psychrotrophes du lait liquide ; 
- 17 : Dénombrement des Pseudomonassur et dans les viandes et produits à base de viande ; 
- 18 : Dénombrement de Bmchothrix thermosphacta sur et dans les viandes et produits à base 

de viande. -- 

3.3. Recherche de flores susceptibles de résister à un traitement thermique 
Certains traitements thermiques peuvent être effectués lors des diverses étapes de fabrication et d'utilisation des produits 
alimentaires. Les matières premières peuvent être pasteurisées, stérilisées, stérilisées UHT (Ultra Haute Température) ; le 
matériel lui-même est souvent stérilisé. Lors de la fabrication du produit fini, des étapes de chauffage ou de cuisson 
interviennent. De même, le produit fini peut subir différents traitements : pasteurisation, stérilisation, stérilisation UHT, 
cuisson, réchauffage. Ces différents traitements thermiques influent sur la survie des microorganismes dans les produits. 

3.3.1. Définition des principaux traitements thermiques 
Un traitement thermique est un traitement à une température supérieure à la température ambiante. Deux types de 
traitements sont utilisés pour la conservation des aliments : la pasteurisation et la stérilisation. 

3.3.1.1. La pasteurisation 
La pasteurisation est l'opération qui vise à la destruction totale ou partielle des microorganismes présents dans un aliment. 

Elle peut être réalisée selon plusieurs « couples » température - durée d'exposition à cette température. 

EXEMPLE 
Pasteurisation du lait : 
- à 63 OC pendant 30 min ; 
- à 72 OC pendant 15 s ; 
- à 90 OC pendant 0,5 S. 

Ce traitement entraîne la destruction de la plupart des microorganismes pathogènes non sporulés. 
Outre le lait et certains produits laitiers, les cornichons et d'autres « semi-conserves » sont pasteurisés. 



Chapitre IV- Poprrlations contuminantes altérant la qualit6 sanitairr et marchande 

3.3.1.2. La stérilisation 
La stérilisation est l'opération qui vise à la destruction des formes végétatives et des spores de microorganismes telle 
qu'une technique de quantification permet de l'évaluer. 

Elle se réalise à des températures supérieures à celles de la pasteurisation, assurant également l'inactivation des enzy- 
mes responsables d'altérations ainsi que celle des toxines. 

I EXEMPLE 
Stérilisation du lait à 120 OC pendant 15 min. 

La notion de stérilité d'un produit n'exclut pas la possibilité d'avoir des microorganismes en quantité infime dans le 
produit, mais ceux-ci ne peuvent s'y développer en raison des conditions de pH, de température, de conservation, etc. 

I BMPLE 
Stérilisation du lait, des conserves, des jus de fruits. 

3.3.1.3. La stérilisation à Ultra Haute Température (UHT) 
La température de traitement est de 140 à 150 OC, appliquée pendant quelques secondes. Elle est suffisante pour obtenir 
la qualité stérile commerciale et permettre une conservation longue à température ambiante. 
Ce traitement est appliqué au lait et à certains produits laitiers comme les crèmes. 

3.3.2. Mesure de la destruction thermique des microorganismes 
À l'état végétatif, les microorganismes présents dans les aliments se reproduisent entre - 5 OC et + 70 OC. 

3.3.2.1. Courbe de survie d'une N log,, ." 
population bactérienne à une 
température donnée N 

À une température haute et constante, la survie d'une po- 
pulation microbienne est évaluée en fonction du temps 
d'exposition à cette température. n+ 1 
Les microorganismes qui restent revivifiables sont quan- 
tifiés après un traitement d'une durée déterminée. Il existe, 
en fonction du temps d'exposition, une décroissance ex- n 

ponentielle de la population (Fig. 2). 

Fig. 2 - Courbe de sume d'une population bactdrienne A 1 I 1 

une température supdrieure t 

A sa tempdrature maximale de croissance 

À partir de cette courbe, il est possible de calculer 

dN - la vitesse d'inactivation : = - 
dt 

=-m. 

Cette vitesse dépend de la charge microbienne initiale présente dans l'aliment. Le temps de traitement à une tempéra- 
ture donnée sera d'autant plus long que l'aliment est plus contaminé ; 

- la vitesse d'inactivation relative : Vr - dN1dt 
N 

= - k. 

Cette vitesse est constante, elle ne dépend pas de la charge microbienne initiale. 
À partir de la courbe de survie, plusieurs paramètres caractérisant le traitement thermique peuvent être définis. 

3.3.2.2. Temps de réduction décimale : DT 
Il est défini comme le temps de chauffage nécessaire pour inactiver 90 % des microorganismes revivifiables présents au 
début du traitement à une température T. Il s'exprime en minutes et est calculé pour une température donnée. Il est 
constant pour une température donnée, qui est en général notée en indice (D ) ; il diminue lorsque la température 
augmente. 

T 
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Soit No la concentration en microorganismes à t = O et N la concentration en microorganismes à t = D 
D = temps au bout duquel NIN, = 1 / 10 - > log N - log No = - 1 

T 
T 

D est déterminé graphiquement par le temps de traitement la température étudiée permettant une réduction de la T 
population d'une valeur égale à 1 en utilisant une échelle log décimal : log,,(N) = f(t) (Fig. 2). 

3.3.2.2. Facteur d'inactivation thermique Z 
Il représente l'élévation de température qui multiplie par 10 la vitesse relative d'inactivation des microorganismes ; il 
peut également être défini comme étant l'élévation de température qui diminue d'un facteur 10 le temps de traitement 
(DT), OU qui diminue d'une valeur égale à 1 en utilisant une échelle log décimal le D à la température étudiée. 

T 

Le D, décroît avec la température selon une fonction exponentielle. 

Z est déterminé graphiquement comme étant l'inverse de 
la pente de la courbe : log D = f(T) (Fig. 3). 

T 
Les spores de Bacillus stearothermophilus, ayant un Z 
voisin de 10 OC, sont souvent utilisées comme microorga- 
nismes tests pour déterminer un barème de stérilisation. 
En effet, Z étant élevé, ces spores seront parmi les plus 
résistantes à un traitement thermique. 

Fig. 3 - Courbe log,, D, = f(T) 

Il peut également être calculé à partir de la courbe : log v = f (lm). 
r 

3.3.2.3. Temps de destruction thermique TDT 
Il est défini comme étant le temps nécessaire, à une température précise, pour tuer un nombre donné de microorganis- 
mes. 
Les conditions de sa détermination sont strictes : chauffage dans un bain d'huile, refroidissement rapide dans l'eau 
froide et mise en culture sur milieu convenable pour vérifier l'impossibilité de la population traitée à former, sur le 
milieu solide, des colonies visibles après incubation. 

3.3.2.4. Valeur stérilisatrice FZT 
C'est le temps équivalent à celui d'un traitement qui aurait été complètement effectué à la température de référence, 
soit 121,l OC (250 OF) et qui serait parvenu à la même réduction de la population revivifiable ; il y a toujours une 
montée et une descente en température, et ce traitement à température constante n'est jamais obtenu. 

On appelle F, la valeur de FZ, pour la température de référence (121,l OC). 
Fo exprime le temps (en minutes) nécessaire à la réduction d'une population No à une population N telle que : 

Fo = Dl,,,, ., 1% Nom 

Soit n = coefficient de réduction de population : n = log NJN, alors Fo = n Dl,,,, .,. 
Un traitement à une température T, d'une durée égale à 1.D, minutes, réduit de 10 fois la contamination ; un traitement 
de durée égale à n.D, minutes réduit de 10" fois la contamination. 
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3.3.2.5. Intérêt de ces grandeurs 
D, renseigne sur la résistance relative des microorganismes à un traitement thermique à une température donnée. 

I 
 PLE ES 
Valeurs de D, : 

- pour E. coli, 1,5.107 dans le lait : DT à 60 O C  = 6 - 7 min ; 
- pour E. coli, 5.10' en tampon à pH 7 : DT à 60 O C  = O - 3 min ; 
- pour S. aureus : DT à 73  O C  variant de 0,20 à 2,20 min selon les milieux de traitement. 

Z est intéressant pour comparer l'efficacité de différents traitements. Il reflète le degré de résistance du microorga- 
nisme aux traitements thermiques. 

EXEMPLES 
Dans des conditions determinées et sur une population bactérienne donnée dont le facteur 
d'inactivation thermique Z = 4 O C  (une élévation de 4 O C  permet de multiplier par 10 la 
vitesse d'inactivation ou de diviser par 10 la durée du traitement thermique), un traitement à 
68 O C  pendant 3,5 min est satisfaisant, de même que le seront un traitement à 64 O C  pendant 
35 min ou un traitement à 7 2  O C  pendant 0,35 min. 

TDT et F, sont utilisés pour établir les barèmes de stérilisation. 

3.3.3. Facteurs influençant la destruction thermique des microorganismes 
Selon l'aliment considéré, ou expérimentalement selon les conditions du traitement, les valeurs de D (en particulier) 

T 
varient. Les principaux facteurs de variation sont liés à la fois à la nature du milieu traité et aux caractéristiques de la 
population contaminante. 

3.3.3.1. Facteurs liés au milieu ou à l'aliment contaminé 
Degré d'humidité 

La résistance des microorganismes à la chaleur augmente lorsque le degré d'humidité du milieu diminue. 
Cet effet est lié à la dénaturation thermique des protéines, facilitée en présence d'eau du fait de la création de groupes - SH 
(provenant des liaisons S-S) ; la présence de liaisons protéine - eau entraîne une facilitation des ruptures de liaisons 
peptidiques (thermodynamiquement plus favorables). 

Composition 
La présence de protéines en grande concentration assure un effet protecteur contre la destruction thermique. 
La présence de lipides, en particulier d'acides gras à longue chaîne, entraîne une augmentation de la résistance à la 
destruction thermique (effet probablement lié à la diminution de l'humidité). L'effet des glucides est variable : généra- 
lement, une forte concentration en glucides augmente la résistance des microorganismes. 
Les inhibiteurs de croissance bactérienne (antibiotiques thermorésistants, substances telles que SO,) additionnent leurs 
effets à celui de la température, et permettent de réduire la température de traitement. 

PH 
La résistance à la chaleur des microorganismes augmente lorsque le traitement est réalisé à leur pH optimal de culture. 

I 
A%ZMPLE 

Variation de D.,. à 60 O C  pour une population d'Enterococcusfaecalis 
- àpH7,D6,.,varie de 10à 13 min; 
- à pH 6, D, ., varie de 2,s à 4 min. 

La stérilisation de milieux très acides nécessite une température moins élevée que celle de ces mêmes milieux à un pH 
voisin de la neutralité. 

3.3.3.2. Facteurs liés à la population contaminante 
Importance de la population 

La résistance d'une population contaminante est augmentée lorsque cette population est plus élevée. 

I 
EXEMPLE 

Variation de TDT à 100 O C  de spores de Clostridium botulinum : 
- TDT = 40 min pour 328 spores ; 
- TDT = 125 min pour 1 640.10 spores. 



3. Fhres d'altération de la qzcalité marchande 

Âge de la population 
La résistance d'une population est augmentée lorsque cette population est en phase stationnaire. 

I EXEMPLE 
Variation de D, à 55 OC de Salmonella cultivée à 37 OC : 

- en phase exponentielle : D 55 = 4 min ; 
- en phase stationnaire : D,,, = 14,6 min. 

Cette augmentation de résistance est liée à la synthèse et à l'expression de protéines de stress. 

Température de croissance de la population 
De la même façon et pour les mêmes raisons, la résistance est augmentée lorsque la température de développement est 
plus élevée. 

I 
~ M P L E  

Variation de D, à 55 OC de Salmonella en phase exponentielle : 
- cultivée à 37 OC : D,, ., = 4 min ; 
- cultivée à 44 OC : D5, ., = 12 min. 

Ces modifications constatées sont dues à la synthèse de protéines de choc thermique après un passage relativement 
court à une température supérieure à la température optimale de croissance, les protéines de choc thermique entraînant 
une meilleure résistance à la chaleur. 

3.3.4. Résistance aux traitements thermiques 
Cette résistance est fonction des températures optimales de croissance des microorganismes : les thermophiles sont 
plus résistants que les mésophiles, eux-même plus résistants que les psychrotrophes. 
Elle dépend aussi de la capacité des microorganismes à spomler, les bactéries spomlantes ayant une résistance accrue 
par rapport aux non spomlantes. 
Les bactéries à coloration de Gram positive sont plus thermorésistantes que les bactéries à coloration de Gram négative. 
Les levures et les moisissures sont assez sensibles à la chaleur, avec une résistance augmentée des ascospores des 
levures et des spores asexuées des moisissures. 
Les résistances les plus élevées sont obtenues pour des spores bactériennes et pour des bactéries thermophiles. 

3.3.4.1. Spores et thermorésistance 
La résistance des endospores à la chaleur est pour l'essentiel liée à la déshydratation du protoplaste ; celui-ci, par suite 
de sa richesse en dipicolinate de calcium, a les caractéristiques d'un gel. 
Des spores obtenues sur un milieu déficient en calcium ou provenant d'une souche ont une capacité à synthétiser du 
dipicolinate et ont une thermosensibilité augmentée. 
L'exposition d'un échantillon d'eau à 80 OC (f 2 OC ) pendant 10 minutes permet la destmction des formes végétatives 
de la plupart des bactéries, mais laisse aux spores des bactéries anaérobies sulfitoréductrices la possibilité de se déve- 
lopper sur un milieu de culture et dans des conditions convenables. 

3.3.4.2. Bactéries thermophiles 
Sont dites thermophiles les bactéries se développant à des températures variant de 45 à 70 OC avec un optimum pour 
50 - 60 OC. 
De nombreux genres, dont Bacillus et Clostridium, particulièrement importants dans les aliments. appartiennent à ce groupe. 
Leurs caractéristiques de croissance en milieu non renouvelé sont : 

- une durée de phase exponentielle de croissance relativement courte ; 
- une vitesse spécifique de croissance élevée. 

Cette capacité à se développer à haute température s'explique par des particularités tant stmcturales que métaboliques. 

Particularités structurales des bactéries thermophiles 
Les protéines, et parmi elles les enzymes des thermophiles, sont plus résistantes que celles des mésophiles. 

EXEMPLE 

a amylase de Bacillus stearotbemopbilusconserve son activité après chauffage à 70 OC pendant 1 24 h. 

Cette augmentation de thermorésistance peut s'expliquer par un pourcentage plus élevé dans la protéine « thermophile » 
d'acides aminés hydrophobes. 
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De même, les lipides cellulaires montrent chez les thermophiles une diminution du pourcentage des acides gras insatu- 
rés ; les acides gras saturés créent des liaisons hydrophobes plus stables que les acides gras insaturés. 
Ces modifications ont des répercussions sur les membranes cellulaires, ce qui est probablement à l'origine de la survi- 
vance des cellules à de hautes températures. 

Particularités métaboliques des bactéries thermophiles 
Les thermophiles ont des vitesses spécifiques de croissance fortes et leur demande en oxygène est élevée ; or, à de 
hautes températures, la solubilité de l'oxygène dans le milieu diminue. Ceci expliquerait d'une part la phase de déclin 
relativement rapide d'une culture de microorganismes thermophiles, et, d'autre part, le fait que la croissance de mi- 
croorganismes thermophiles est optimale pour des concentrations en oxygène dissous voisines de celles obtenues pour 
des cultures de mésophiles. 

--"-* -" 
'se reporter i la manipulation suivante : 1 / - 19 : Dkterminarioii du temps de ridiiction d6cirnalc (D , )  i 60 OC d'une souche de C ( o i i :  

3.3.5. Les différentes flores recherchées 

3.3.5.1. Les bactéries thermorésistantes 
Ce sont des bactéries capables de résister à des températures relativement élevées et de survivre à un chauffage de 
633  OC pendant 30 minutes. Ces conditions correspondent à celles de la basse pasteurisation (LTLT = Low Ternpéra- 
ture Long Time) dans l'industrie laitière. 
Cette flore provient de l'environnement et, en particulier, du matériel (par exemple matériel de traite et de transport du 
lait) insuffisamment nettoyé et désinfecté. 
Les genres et les espèces les plus fréquemment rencontrés sont : 

- des bactéries à Gram positif asporogènes tels que Micrococcus luteus, Streptococcus tltermophilus, Enterococcus 
faecalis, Microbacterillm lacticum, Corynebacterium ; 

- des bacilles à Gram positif sporulés, Bacillus et Clostridiurn, qui résistent à des températures encore plus élevées. 
Parmi les bactéries sporulantes, il existe des souches de Bacillus psychrotrophes qui limitent la durée de conservation 
au froid de produits pasteurisés, en l'absence d'autres contaminants. 
Il semble donc nécessaire de renforcer le contrôle des matières premières pour ces aliments et d'évaluer les risques dus 
à la présence de spores de Bacillus, à l'aide de la démarche HACCP. 

3.3.5.2.La flore sporulée anaérobie (spores et formes végétatives) 
Ce sont des Clostridiurn dont la présence est indésirable dans le lait et les produits laitiers, les carcasses de viande ainsi 
que les conserves car ils sont responsables d'accidents de fabrication et de conservation. 
Ils appartiennent à deux groupes en fonction des altérations qu'ils provoquent : 

- les Clostridiurn protéolytiques ou putrides mésophiles et thermophiles ; 
- les Clostridiurn butyriques ou saccharolytiques mésophiles et thermophiles. 

Les Clostridium protéolytiques responsables de putréfaction 

- Dans le cas des carcasses de viande 
Il s'agit de la putréfaction profonde apparaissant à température élevée (25 OC -40 OC), c'est-à-dire pour des carcasses non 
réfrigérées ou mal réfrigérées (voir 3.2.1 page 108, Flore rnésophile protéolytique). 
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- Dans le cas des conserves 
La putréfaction est due : 

- soit à des Clostridium thermophiles (Clostridium nigr$cans) rencontrés dans des produits faiblement acides 
(conserves de légumes) ayant subi un sous-traitement thermique. Cette bactérie produit de l'H,S pouvant entraî- 
ner le bombage de la boîte et une odeur d'œuf poum à l'ouverture ; 

- soit à des Clostridium mésophiles (Clostridium sporogenes, Clostridium putrefaciens) qui décomposent les pro- 
téines en substances malodorantes (indol, scatols) . Une forte production de gaz (H,, CO,, H,S) se manifeste par 
un bombage très important des boîtes. 

I REMARQUE 
Clostridium botulinum fait partie des mésophiles, mais en général aucune altération n'est visible, 
et cependant la conserve est hautement toxique. 

Les Clostridium butyriques 
Les Clostridium butyriques (saccharolytiques) peuvent être responsables d'altérations dans les conserveries et dans 
l'industrie laitière. 

- Dans le cas des conserves 
Le produit est fermenté, aigre, a une odeur butyrique, et la très forte production de gaz entraîne un bombage pouvant 
aller jusqu'à l'explosion de la boîte. 
Ce type d'altération est dû : 

- soit à des Clostridium thermophiles (Clostridium thennosaccharolyticum) dans les conserves peu ou moyenne- 
ment acides (pH > 43)  ; 

- soit à des Clostridium mésophiles (Clostridium butyricum ou Clostridium pasteurianum et parfois Clostridium 
pelfringens) dans les conserves acides (pH c 43). 

- Dans le cas de l'industrie laitière 
On rencontre couramment deux espèces : Clostridium butyricum et Clostridium tyrobutyricum. Les spores de ces bac- 
téries présentes dans le sol se retrouvent fréquemment dans les ensilages, puis dans le lait. Il s'agit soit d'une contami- 
nation directe du lait, soit d'une contamination indirecte à partir des feces des animaux noums par ensilage. 
Ces Clostridium sont responsables du gonflement tardif et de l'éclatement des fromages, surtout à pâte cuite (Comté, 
Emmenthal, Beaufort.. .) en réalisant, à partir du lactate, la fermentation butyrique avec production de gaz (CO, et H,) 
accompagnée d'une dénaturation du goût (goût de rance). Ces accidents de fabrication se manifestent à partir d'un 
nombre limité de spores (200lL de lait), sont fréquents au dessus de 500 sporesk et sont généralisés à 3 000 sporesk. 
Les laits d'ensilage sont interdits pour la fabrication de ces fromages. 

1 Se reporter aux manipulations suivantes : 
- 20 : Dénombrement de la flore thermorésistante d'un lait cru destiné à la pasreiirisation ; 
- 21 : Dénombrement en milieii liquide des spores thermorésistantes de Bacilluset Closmdium 

thermophiles dans les matières premières entrant dans la composition des conserves ; 
- 22 : Recherche de Bacilh thermophiles, formes végétatives et spores dans les conserves. 
- 23 : Recherche de Closrridium thermophiles, formes végétatives et spores, dans les conserves ; 
- 24 : Dénombrement des spores « butyriques )> dans les laits destinés à la fabrication des 

1 fromages i pjte cuite et dans les fromages. 

3.4. La flore fongique : les levures et moisissures 
Les levures sont des champignons chez lesquels la forme unicellulaire est prédominante. 
La reproduction végétative se fait le plus souvent par bourgeonnement (ou par fission). 
On distingue : 

- les Ascomycètes, qui se reproduisent par un processus sexuC dans une asque résultant de la transformation d'une 
cellule après mêiose. Dans la famille des Saccharomycetaceae, il existe de nombreuses levures impliquées dans 
les fermentations ou les altérations des produits alimentaires ; 

- les Basidiomycètes réalisant une reproduction sexuée avec formation de basidiospores sur une baside. Dans cette 
classe, peu de levures sont capables de fermenter et elles sont peu présentes dans les processus d'altérations ; 

- les levures imparfaites, avec la famille des Cryptococcaceae, dont de nombreuses levures peuvent également être 
rencontrées dans les produits alimentaires. 

Les aliments à base de végétaux (fmits, jus de fmits, légumes, confitures. ..) ainsi que les produits sucrés (confiseries, 
biscuits, miel.. .) sont particulièrement sensibles à des dégradations par les levures. 
Elles peuvent entraîner l'apparition de troubles (développement de levures), d'odeurs ou de goûts anormaux (produc- 
tion d'éthanol, variation de pH), ou le gonflement des produits ou (et) de leurs emballages (libération de CO,). 
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D'un point de vue technologique, elles peuvent être responsables d'accidents de fabrication rendant celle-ci 
incommercialisable (contamination des moûts de fermentation). 

Les moisissures sont des organismes filamenteux eucaryotes. L'hyphe en est l'élément structural. 
Les moisissure peuvent être des agents actifs de biodéténorations, d'altérations organoleptiques et de modifications 
chimiques. 
Elles sont d'autant plus redoutables qu'elles peuvent, suivant le cas, tolérer des pH très acides, se développer à des 
températures s'échelonnant de O à + 40 OC et supporter de très faibles teneurs en eau. 

rw.-...-----.-.-,-.. - ---- 
Se reporter à la manipulation 25 : Dénombrement des levures et moisissures dans les épices et 

Lar P. -- ----- ". A 



Recherche dans les semi-conserves 
des Enterobacteriaceae 
avec préenrichissement 

Méthode normalisée ISO 8523 : 1991 

Objectifs Cette méthode est une méthode horizontale applicable à tout produit dans lequel la présence 
d'au moins une bactérie de la famille des Enterobacteriaceae est recherchée. Il ne s'agit 
plus dans ce cas de dénombrer les bactéries, et cette méthode s'utilise pour des produits 
éventuellement très faiblement contaminés. 
La recherche d'entérobactéries consiste à déterminer la présence ou l'absence de ces 
bactéries dans une quantité déterminée de produit. 
Les Enterobacteriaceae sont alors définies comme des << microorganismes fermentant le 
glucose et donnant une réaction oxydase négative sur le milieu VRBG ». 

Principe 1 Cette recherche avec préenrichissement s'effectue en quatre étapes. l 
- - - - 

Préenrichissement en milieu non sélectif liquide 
Ensemencement d'une prise d'essai connue et mesurée précisément dans un milieu riche, 
l'eau peptonée tamponnée, et incubation à 37 OC pendant 16 à 20 heures. 

Enrichissement en milieu sélectif liquide 
Ensemencement d'une partie du bouillon d'enrichissement en milieu sélectif liquide à la 
bile de bœuf et vert brillant qui sont les inhibiteurs. 
Cette étape permet de sélectionner partiellement les entérobactéries parmi toutes les 
bactéries qui ont pu se développer lors du préenrichissement. À partir de là, les résultats 
ne sont plus quantitatifs. L'incubation se fait à 37 OC pendant 24 heures. 

Isolement et identification 
Cette étape est réalisée sur milieu VRBG, milieu sélectif solide à la bile au cristal violet, 
qui sont les inhibiteurs ; la dégradation du glucose se traduisant par un virage au rouge de 
l'indicateur de pH, le rouge neutre. Après une incubation de 24 heures à 37 OC, les colonies 
caractéristiques d'entérobactéries sont repérées. 

Confirmation 
Les colonies d'entérobactéries présumées sont repiquées sur milieu non sélectif pour 
recherche de l'oxydase. 

Mode 
opératoire 

Prélèvement de l'échantillon pour essai 
Le critère pour les semi-conserves est l'absence d'entérobactéries dans O, 1 g. Une masse 
de 1 g est pesée et complétée avec exactement 9 rnL d'eau peptonée tamponnée. Une 
prise d'essai de 1 mL de cette suspension correspond à 0,l g de produit. 

Préparation de la suspension mère 
- Introduire 1 g de semi-conserve à tester dans un tube de 9 mL d'eau peptonée tamponnée. 
- Homogénéiser. 
- Prélever 1 mL (soit 0,l g de produit) et le transférer en tube de 9 mL d'eau peptonée 

tamponnée. 



Lecture et 
interprétation 

Ensemencements et incubations 
- Incuber la suspension mère à 37 OC pendant 16 à 20 heures (maximum) en eau peptonée 

tamponnée. 
- Transférer 1 mL dans un tube contenant 10 mL du milieu d'enrichissement (bouillon 

glucosé tamponné à la bile de bœuf et au vert brillant). 
- Incuber pendant 18 à 24 heures à 37 OC. 
- Ensemencer en stries sur gélose VRBG, avec une anse du milieu d'enrichissement incubé. 
- Incuber pendant 24 heures à 37 OC. 

- Prélever, au hasard, 5 colonies caractéristiques de couleur rouge foncé avec un halo de 
précipitation rouge foncé. 

- Repiquer en subculture sur gélose ordinaire. 
- Incuber pendant 24 heures à 37 OC. 

1 Essais de 
confirmation 

Composition 
des milieux 

Confirmer l'appartenance aux entérobactéries par un test à l'oxydase et une étude de 
fermentation en gélose glucosée au BCP incubée pendant 24 heures à 37 OC. 

Expression du 
résultat 

Eau peptonée tamponnée 

Si l'une des colonies au moins est oxydase négative et glucose positif, la prise d'essai 
renferme des entérobactéries et la recherche est positive : présence d'entérobactéries dans 
0,l g de produit. Dans le cas contraire, on conclut à une absence d'entérobactéries dans 
0,l g de semi-conserve. 

Peptone ........................... 10'0 g 
Chlorure de sodium .......... 5,O g 
Monohydrogénophosphate 
de sodium .......................... 9-0 g 
(Na,HPO,, 12 H20) 
Dihydrogénophosphate de 
potassium (KH2P04) ......... 1,5 g 
Eau ............................ 1 000 mL 

Dissoudre les composants dans 
l'eau en chauffant. Ajuster le 
pH à 7 après stérilisation 30 
minutes à 1 15 OC. 
Répartir en tubes à essais à raison 
de 9 mL par tube. 

Milieu d'enrichissement 
sélectif : Bouillon glucosé 

tamponné à la bile et au vert 
brillant 

Peptone ........................... 10,O g 
Glucose ............................. 5,o g 
Monohydrogénophosphate 
de sodium ........................ 6,45 g 
(Na2HP0,, 12 H20) 
Dihydrogénophosphate de 
potassium (KH,P04) ......... 2,O g 

Bile de bœuf desséchée .. 20,O g 
Vert brillant ................... 0,O 15 g 
Eau ............................ 1 000 mL 

Dissoudre les composants en 
chauffant, ajuster à pH 7,2. 
Ne pas stériliser le milieu. Répartir 
en tubes de 10 mL. 

Milieu d'isolement sélectif : 
Gélose glucosée biliée au 
cristal violet et au rouge 

neutre (VRBG) 

Peptone ........................... 10,O g 
Extrait de levure ................ 3,0 g 
Sels biliaires ...................... 1,5 g 
Glucose ........................... 10'0 g 
Chlorure de sodium .......... 5,O g 
Rouge neutre ................... 0,03 g 
Cristal violet ................. 0,002 g 
Agar-agar ................... 12 à 18 g 
Eau ............................... 100 mL 

Dissoudre dans l'eau en chauffant 
jusqu'à e%ullition après avoir ajusté 
le pH qui doit être de 7,4 après 
ébullition. Ne pas autoclaver. 
Préparer extemporanément. Répartir 
en flacons de 50 mL au maximum. 
Couler 15 mL de milieu au plus tôt 
24 heures avant utilisation. 



Dénombrement 
des Escherichia coli P-D-glucuronidase 

positive dans le camembert par 
dénombrement des colonies à 44 OC 

Méthode normalisée AFNOR V08-053 

Objectifs Choix de la méthode 
Cette méthode est une simplification de la méthode de référence NFV08-017 (juin 1980) : 
« Directives générales pour le dénombrement des coliformes fécaux et d'E. coli. » Elle 
permet de dénombrer directement les E. coli B-D-glucuronidase positive sans 
dénombrement préalable des coliformes thermotolérants et permet d'obtenir des résultats 
quasi certains après 24 heures d'incubation à 44 OC. 
En comparaison avec les méthodes utilisées précédemment, il existe une bonne spécificité 
de mise en évidence de la B-D-glucuronidase chez E. coli par rapport aux autres 
entérobactéries : 94 à 97 % des souches de E. coli sont positives (à noter cependant que le 
sérotype de E. coli entérohémorragique 0157 : H7 est P-D-glucuronidase négative). Parmi 
les entérobactéries, en dehors d'E. coli, seules certaines souches de Salmonella, de Shigella, 
de Citrobacter et d 'Enterobacter sont B-D-glucuronidase positive. 

Répondre aux critères microbiologiques du camembert au lait cru 
Après traitement par des radiations ionisantes d'un lot de camemberts à base de lait cru, 
1 g de produit doit satisfaire au critère fixé par l'arrêté, soit m = IO2, et le résultat doit être 
interprété selon le plan à trois classes. 
Pour pouvoir vérifier que 1 g contient moins de 102 E. coli par gramme, il faut tester la 
supension mère (à 10 - '  : on préparera 100 g dans 900 rnL) ; pour répondre à la valeur du 
seuil d'acceptabilité M = 10 m, soit IO3, il suffit de tester la dilution 10.' qui donnera plus 
de 10 colonies si le seuil d'acceptabilité M est dépassé. 

Principe ' Pour les besoins de  cette 
méthode, la définition des E. coli 
B-D-glucuronidase positive est la 
suivante : Bactéries qui, à 
44 OC. forment des colonies 1 1 
caractéristiques en gélose peptone k k 

dimérisation tergitol, additionnée soit d'un O oxydative 
substrat chromogène, soit d'un 
substrat fluorogène, révélant la 
présence de la p-D-glucuronidase. 
Le tergitol inhibe la croissance de Br 

la plupart des bactéries Gram 
positif D. O 

~ r é c i ~ i t é  bleu 
L L 

La eD-glucuronidase Rkaction colorée catalysée par la P-D-glucuronidare 
spécifiquement les substrats 
contenant un résidu acide B-D-glucuronique. Cette hydrolyse libère alors la partie colorée 
du substrat. 



Dans le cas du milieu PTX, ce substrat est de l'acide 5-bromo-4-chloro-3 indoxyl B- D 
glucuronique (BCIG) qui libère un chromophore bleu. 
Pour le milieu PTG, le substrat fluorogène est du 4-méthylumbelliferyl-B-glucuronide. 
On observe alors un halo de fluorescence bleu dont la lecture peut être facilitée par ajout 
de gélose blanche qui limite sa diffusion. 
Dans les deux cas, ce composé est ajouté dans le milieu avant ensemencement. 
Dans le cas où les bactéries risquent d'être stressées, il faut les incuber préalablement 
4 heures à 37 OC. En aucun cas il ne faut dépasser 24 heures car d'autres entérobactéries 
(Salmonella), voire des coques Gram positif, peuvent donner des colonies bleues 
caractéristiques. 

Prélèvement de l'échantillon pour essai 
Il se pratique sur le camembert dépourvu d'emballage. 
-Enfoncer une sonde stérile de 15 à 20 mm de diamètre dans le camembert jusqu'à 

25 mm de profondeur environ. 
- Faire pivoter la sonde d'un tour complet et retirer un noyau. 
- Enfoncer une sonde stérilisée plus petite, de longueur suffisante, dans la surface intérieure 

exposée du fromage. 
- Faire pivoter la sondc d'un tour complet et retirer un noyau. 
- Transférer avec un scalpel stérile dans le récipient pour échantillon. 
- Recommencer jusqu'à obtenir 100 g. 
- Introduire 100 g de camembert prélevé (croûte et pâte molle) dans 900 mL de diluant 

(tryptone sel ou phosphate dipotassique à 2 % (pH final entre 7,4 et 7,6). 
- Homogénéiser au broyeur en conditions stériles. 
- Une suspension mère à 10 % est ainsi réalisée. Effectuer ensuite une dilution au 1/10. 

Ensemencement et incubation 
- Transférer dans une boîte de Petri stérile 1 rnL de la suspension mère ou d'une dilution 

décimale en commençant par la suspension la plus diluée. 
- Couler environ 15 rnL de milieu choisi refroidi à 47 OC (en moins de 15 minutes). 
- Homogénéiser soigneusement. 
- Laisser solidifier sur une surface bien horizontale. 
- Couler sur le milieu PTG une couche de 4 mL de gélose blanche. 
- Incuber à 44 OC pendant 18 à 24 heures. 

Sur PTX, compter les colonies bleues d'E. coli B-glucuronidase positive pour chaque 
boîte ne contenant pas plus de 150 colonies au total. 
Sur PTG, placer les boîtes sur une table d'observation UV (365 - 366 nm) et compter les 
colonies fluoresçant en bleu d'E. coli B-glucuronidase positive pour chaque boîte ne 
contenant pas plus de 150 colonies au total. 

Retenir les boîtes contenant au maximum 150 colonies de deux dilutions successives, 
soit deux boîtes dont une au moins renferme 15 colonies caractéristiques : 

N = ïcl1,l.d 

Xc : somme des colonies comptées sur les deux boîtes retenues. 
d : taux de dilution de la première dilution comptée. 

Cette formule correspond à un dénombrement en milieu solide lorsqu'il n'y a qu'un essai 
par dilution. 
Si la boîte la moins diluée contient moins de 15 colonies caractéristiques, donner alors le 
résultat en nombre estimé (NE) de E. coli B-glucuronidase positive par millilitre ou par 
gramme s'il s'agit de la suspension mère. 
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- Pour chaque échantillon, donner le résultat sous la forme : « Nombre d'E. coli 
P-glucuronidase positive par gramme >>. 
Dans 95 % des cas, les limites de confiance varient de -14,7 % à + 17,3 % pour 150 
colonies et de -37,8 % à + 63,4 % pour 15 colonies dénombrées. 

- Pour le lot testé, conclure : 
« la qualité du lot de camemberts étudié sera satisfaisante si : 
- toutes les unités de l'échantillon donnent des valeurs inférieures ou égales à 300 E. coli 

par gramme de produit (la tolérance analytique étant fixée à 3m, soit 300 E. coli par 
gramme de produit), 

- aucun résultat ne dépasse 1 000 E. coli par gramme de produit pur et au plus deux 
unités de l'échantillon 
gramme de produit 

Milieu PTX 

Mi lieu PTG 

Gélose blanche 

sur les cinq examinés se situent entre 300 et 1 000 E. coli par 
pur D. 

Milieu de base 
Peptone pesique de viande .............................................. 5 g 
Extrait de levure .............................................................. 3 g 

............................... Phosphate dipotassique (K2HP04) 0'3 g 
Tergitol 7 ................................................................. 0,l mL 

.............................................................. Agar-agar 12 à 18 g 
Eau ....................................................................... 1 000 mL 
Dissoudre en portant à ébullition. 

Solution de BCIG : acide 5-bromo-4-chloro-3 indoxyl P-D 
glucuronique 
Acide 5-bromo-4-chloro-3 indoxyl 
P-D glucuronique ................................................. 192 rnrnol 
Diméthylformamide .................................................... 5 mL 
ATTENTION ! 
Le diméthylformamide est un produit nocif par inhalation et par 
contact avec la peau, irritant pour les yeux : à manipuler sous une 
sorbonne avec des gants, des lunettes et, si possible, un masque. 
Dissoudre le BCIG dans le diméthylformamide. Le substrat ainsi 
solubilisé peut se conserver 6 mois à + 4 OC dans un flacon ambré. 

- 
Milieu complet 

À 100 mL de milieu de base préparé extemporanément et 
refroidi à 47 OC, ajouter 2,5 mL de solution de BCIG 
(concentration finale à 50 mg1mL). 

Milieu complet 
Peptone pepsique de viande ............................................ 5 g 
Extrait de levure .............................................................. 3 g 

............................... Phosphate dipotassique (K,HPO,) 0,3 g 
Tergitol 7 .................................................................. O, 1 mL 
Agar-agar .............................................................. 12 à 18 g 
4-méthylumbelliféryl-B-glucuronide. ....................... 50 mg 

....................................................................... Eau 1 000 mL 
Dissoudre les composants déshydratés dans l'eau, en portant à 
e%ullition. Ajuster le pH de sorte qu'après stérilisation il soit à 7,2 
à 25 OC. Stériliser àl'autoclave réglé à 12 1 OC pendant 15 minutes. 
Ce milieu s'utilise préférentiellement avec une double couche 
de gélose blanche pour faciliter la lecture. 

Agar-agar .............................................................. 12 à 18 g 
Eau ....................................................................... 1 000 mL 
Dissoudre les composants déshydratés dans l'eau, en portant à 
e%ullition. Ajuster le pH de sorte qu'après stérilisation il soit égal à 
7 à25 OC. Stériliser àl'autoclave réglé à 121 OC pendant 15 minutes. 
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Dénombrement 
des microorganismes Iipolytiques 

par culture en surface d'un milieu gélosé, 
dans le beurre, le lait ou le fromage 

Norme FIL-IDF 41 (1966) 
(Cette norme, essentiellement applicable au lait et au beurre, peut être également utilisée pour d'autres produits laitiers) 

Principe 

Mode 
opératoire 

Lecture et 
interprétation 

Expression 
des résultats 

La détection des lipases est réalisée en utilisant une gélose nutritive à pH 7,s exempte de 
glucides, et contenant une émulsion de matière grasse colorée par une faible quantité de 
bleu Victoria basique liposoluble. 
L'hydrolyse de la matière grasse butyrique libère des acides gras libres, qui forment 
avec le colorant des sels bleu foncé : les colonies apparaissent donc colorées en bleu. 

Prélèvement des échantillons 
Se reporter au prélèvement d'échantillon de lait ou de produits laitiers (Chap. II 5.3.1) 

Préparation de l'échantillon : 
- Beurre : ajouter à 2,5 g de beurre 2,1 mL d'une solution de Ringer au 114 (0,lmL de la 

phase aqueuse du mélange correspond à 100 mg de beurre). 
- Fromage : écraser dans un mortier stérile 5 g de fromage avec 50 rnL d'une solution 

stérile à 2 % de citrate de sodium à 45 OC jusqu'à dispersion complète des particules de 
fromage (0,l mL de ce mélange correspond à 10 mg de fromage). 

Réalisation des dilutions 
Diluant : solution de Ringer au 114. 
- Lait : préparer les dilutions jusqu'à 
- Crème, beurre, fromage : préparer les dilutions jusqu'à IO4. 

Ensemencement et incubation : 
- Ensemencer en surface un inoculum de 0,l  mL de l'échantillon et de ses dilutions. 
- Incuber 3 jours à 30 OC pour la flore lipolytique mésophile et 3 jours supplémentaires si 

l'on prévoit un développement de moisissures et/ou de levures. 
- Incuber 7 à 10 jours à 5 OC pour la flore lipolytique psychrotrophe. 

Les microorganismes lipolytiques libèrent des acides gras qui se combinent au bleu 
Victoria, pour donner des sels bleu foncé et donc des colonies franchement bleues. 

- Retenir les boîtes de Petri présentant de 6 à 60 colonies bleues bien espacées. 
Lorsque, dans deux boîtes ensemencées par deux dilutions successives, on trouve un 
nombre de colonies compris entre 6 et 60, on prend comme nombre de microorganismes 
lipolytiques celui qui provient de la boîte présentant la numération la plus élevée. 

- Exprimer le résultat final en nombre de microorganismes lipolytiques par gramme ou 
par millilitre d'échantillon. 



Composition 
des milieux 

Gélose nutritive Peptone ..................................................................... 0,5 % 
Extrait de viande ...................................................... 0,5 % 
Gélose 2 % .......................................................................... 
Eau distillée ................................................. qsp 1 000 mL 
Mesurer le pH du milieu à 40 OC et l'ajuster à pH 7,5. 

3 
P 
3 -. 
O 

Préparation du bleu Victoria basique sous forme de poudre stabilisée 
Dans 200 mL d'eau du robinet, répartir 2 à 3 g de bleu Victoria et verser de l'hydroxyde 
de sodium à 10 % jusqu'à disparition de la coloration (environ 1 mL par g de colorant) ; 
décanter le précipité insoluble et filtrer, puis laver le colorant basique avec de l'eau 
légèrement alcalinisée par NH,OH ; sécher à 30 OC pour obtenir une poudre. 

Préparation du mélange matière grasse-colorant 
Dans un mortier chaud, additionner 75 mg de poudre de colorant à 100 g de matière 
grasse chaude (pour un contrôle dans le beurre, il s'agit de la matière grasse butyrique) ; 
le mélange est stérilisé par autoclavage et peut être conservé à l'obscurité et à une 
température inférieure à 5 OC pendant 2 mois. 

Préparation du milieu final 
Additionner 5 % du mélange matière grasse-colorant à la base gélosée fondue et ramenée 
à 45 OC, puis émulsionner vigoureusement avant de couler rapidement en boîte de Petri. 
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Dénombrement de la flore caséolytique 
du beurre ou des fromages 

Principe 

Mode 
opératoire 

Lecture et 
interprétation 

Expression 
des résultats 

Le dénombrement est réalisé sur un milieu non sélectif, à cause de la diversité des espèces 
recherchées, mais qui doit contenir de la caséine (gélose au caséinate de chaux ou gélose 
au lait écrémé stérile), après une incubation de 3 jours h 30 OC. 
L'hydrolyse de la caséine se traduit par une clarification totale et franche autour des 
colonies alors que le reste du milieu est opaque. 

Prélèvement et préparation des échantillons 
Se reporter à la numération des microorganismes lipolytiques (Voir manipulation 12). 

Réalisation des dilutions 
- Beurre : préparer les dilutions jusqu'à le3. 
- Fromages : préparer les dilutions jusqu'à IO4. 

Ensemencement et incubation 
- Prendre 2 boîtes de Petri stériles et transférer dans chacune 1 rnL d'inoculum de l'échantillon. 
- Couler le milieu de culture et mélanger soigneusement l'inoculum au milieu. 
- Dans les mêmes conditions, ensemencer en profondeur 1 mL des dilutions préparées. 
- Incuber les boîtes à 30 OC pendant 3 jours. 

Les colonies de microorganismes caséolytiques sont entourées d'un halo clair. 
Si les halos ne sont pas très nets, inonder la boîte avec une solution acide de chlorure 
mercurique. La caséine précipite, le milieu devient donc opaque et les halos sont plus 
apparents. 

Exprimer le nombre de microorganismes caséolytiques par gramme de produit en 
multipliant la numération faite par le facteur de dilution correspondant. 

Additionner 1 volume de caséinate de chaux (commercialisé 
prêt à l'emploi) réchauffé à 45 OC à un volume égal de gélose 
double (24 à 30 g d'agar selon le pouvoir gélifiant). 

Addtionner 15 mL de gélose à 2,5 % d'agar additionné de 5 mL 
de lait écrémé stérile chaud. 

Composition 
des milieux 

Gélose au caséinate 
de chaux 

Gélose au lait 
écrémé stérile 
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Denombrement des bacteries lactiques 
d'un vin 

Objectifs 

Principe 

Mode 
operatoire 

I1 n'existe pas actuellement de rkglementation dkfinissant la qualit6 microbiologique d'un 
vin. 
Le critere concernant le nombre de microorganismes totaux par millilitre de vin ou par bouteille, 
sans aucune distinction (levures, moisissures, bactdries lactiques ou acCtiques) varie : 
- selon le conditionnement du vin : 
- < 100 germes/mL de vin pour un vin vendu en citerne, 
- c 10 germes/750 mL de vin pour un vin en bouteille ; 

- selon le circuit de commercialisation : 
- < 10 germeslml de vin pour une distribution dans la zone de production (consomma- 

tion quelques semaines aprks la mise en bouteille), 
- c 10 germes/750 mL de vin pour un vin destinC B l'exportation par exemple. 

Aprks concentration sur membranes filtrantes, les populations (principalement levures et 
bactCries lactiques) sont dCnombrCes spkcifiquement par sClection gr2ce aux milieux 
nutritifs et aux conditions de culture. 
Pour les bactCries lactiques, le milieu utilisC est la gClose FT 80 et la lecture est rCalisCe 
apres une incubation de 5 a 7 jours a 28 "C en jarre anakrobie ou dans une Ctuve B CO,. 

Preparation des milieux solides 
- DCposer stCrilement dans chaque boite de Petri 0,2 mL de la solution de natamycine B 

0,25 %. 
- Ajouter 10 mL par boPte de gClose FT 80. 
- HomogCnCiser par translation rotatoire sur une surface plane et laisser solidifier. 

Filtration 
- Placer la membrane filtrante dans l'appareil de filtration en respectant les conditions d'asepsie. 
- Enlever les garnitures se trouvant autour du goulot de la bouteille, Climiner toute trace 

de colle ou de poussiere. Imbiber le bouchon, le goulot de la bouteille ainsi que le tire- 
bouchon avec de l'alcool B 70 "C et enflammer. Retirer le bouchon, puis verser le vin 
dans l'entonnoir de filtration. 

- Adapter le volume de vin B filtrer de f a ~ o n  B obtenir environ 100 colonies sur le filtre. Pour 
des volumes < B 5 mL, verser 20 mL d'eau distillCe stdrile dans l'entonnoir avant de filtrer. 

- Aprks la filtration, rincer l'entonnoir avec de l'eau distillde stCrile et filtrer B nouveau. 
- Retirer la membrane filtrante B l'aide de pinces flambCes et la dCposer (quadrillage vers 

le haut) sur le milieu de culture, en Cvitant d'emprisonner des bulles d'air entre le 
milieu et le filtre. 

Incubation 
- Incuber 5 B 7 jours B 28 "C en jarre anaCrobie ou dans une Ctuve B CO,. 
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Denombrement et identification des 
batteries acetiques du vin 

Objectifs 

Principe 

Mode 
operatoire 

Lecture 
et 

interpretation 

Expression 
des resultats 

On souhaite ici dknombrer et identifier les bactdries acktiques d'un vin pour mettre en 
dvidence une flore d'altkration entrainant une modification des qualitds organoleptiques 
de ce vin. 
11 n'existe pas de critere fixant la qualite microbiologique d'un vin, celle-ci est determinee 
selon le conditionnement du vin (cuve, fiit ou bouteille), et sa destinCe (consommation 
dans un dClai court ou conservation durant plusieurs annCes). 

C'est une mkthode de dknombrement dans la masse d'un milieu g6losC sklectif suivi d'une 
identification des colonies obtenues. Elle s'applique B un vin de qualite moyenne, dont les 
dknombrements de microorganismes naturellement presents (levures sur milieu de 
Wickerham et bacteries lactiques sur milieu FT 80) ont rkvC1k des valeurs > 400/millilitre. 

Denornbrernent 
- Ajouter stkrilement dans le flacon contenant 12 rnL de milieu gdlosd 0,l mL de la 

solution de pknicilline et 0,2 mL de la solution de natamycine. 
- Dkposer au fond des boites de Petri 1 mL de vin (2 essais sont testes). 
- Couler le milieu, agiter par mouvements de rotation ldgkre. 
- Laisser solidifier, retourner les boites. 
- Incuber en akrobiose B 25 "C pendant 8 B 10 jours. 
- Compter les colonies apparues pr6sumCes colonies de bacteries acktiques. 

Identification 
- Repiquage de chaque colonie isolte sur milieu liquide B 25 "C pendant 2 jours. 
- Identification par ensemencement des milieux d'identification proposks. 

Identifier les colonies dknombrkes B l'aide des caractkres recherchks. 

Exprimer le rdsultat selon les rkgles de ddnombrement apr&s identification. 



Composition 
des milieux 

de culture 

Composition 
des milieux 

d'identification 
des bacteries 

acetiques 

....................................................................... Glucose 10 i 
Jus de tomate .......................................................... 10 mL 
Agar ............................................................................ 20 g 
Eau distillCe .................................................. qsp 1000 mL 

Milieu de 
culture gelose 

Extrait de levure ............................................................ 
Acides aminks de casCine ............................................. 5 g 

Glucose ....................................................................... 10 g 
.......................................................... Jus de tomate 50 mL 

Carbonate de calcium ................................................... 5 g 
Eau distillee .................................................. qsp 1000 mL 

Milieu de 
culture liquide 

pH 475 

Extrait de levure ............................................................ 5 g 
............................................. Acides aminks de casiine 5 g 

Caractbre 

Oxydation 
de 1'Cthanol 

Solution de 
penicilline 

Solution de 
natamycine 

Oxydation du 
lactate en 
CO, + H,O 

Solution de pCnicilline B 0,25 % d'une solution ?t 250 000 UI : 
0,3 d. 

Solution de natarnycine (ou autre substance capable d'inhiber 
spkcifiquement levures et moisissures) a 0,25 % : 0. 7 mL. 

1 Milieu : com~osition/L 

1 Extrait de levure ......... 30 g 
Vert de bromoc~sol. . .0,02 g 
Agar ........................... 20 g 
Ethanol3 % final au momen 
de couler le milieu en BP 

Extrait de levure ........... 5 g 
Lactate de calcium ..... 20 g 
Agar ........................... 20 g 

Incubation 

2 jours B 
28 - 30 OC 

Lecture 

Ethanol - > ac.acCtique : 
Viage bleu vert -> jaune : 
G l u c o n o b a c t e r  
(oxydation partielle). 
Ethanol -> ac.acCtique 
--> CO, + H,O 
Virage bleu vert - > jaune 
- > bleu vert : Acetobacter I 
(oxydation totale). I 
Production de CO,. 
Precipitation de CaCO, 
autour des colonies : 
Acetobacter 

Oxydation du 
glycCrol 

Extrait de levure ........... 5 g 
GlycCrol ..................... 20 !4 
Agar ........................... 20 g 

1 jour B 
25 OC 

GlycCrol - > 
dihydroxyacktone. 
Liqueur de Fehling sur 
colonies, prdcipite' rouge 
de Cu,O : 
Gluconobacter et 
Acetobacter, sauf 
Acetobacter pasteurianus. 

Formation de 
pigments bruns 
hydrosolubles 

Croissance sur 

NH, 

Extrait de levure ......... 10 g 
Glucose ...................... 50 g 
CaCO, ....................... 30 g 
Agar ........................... 25 g 
pH 475 
(NH,) 2S0, .................. 2 g 
K,HPO, ..................... 0,l g 
KH,PO, ..................... 0,9 g 
MgSO, .................... 0,25 g 
FeCl, ..................... 0,005 g 
~ thanol3  % final au moment 
de l'inoculation 

2 ?t 4 jours B 
28 "C 

2 ?t 14 jours 
9 28 - 30 "C 

Coloration rose ou brune 
des colonies. 

Suivre le dCveloppement 
des bacte'ries par mesure 
de l'absorbance B 600 nm. 
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Identification 
des bacteries 

acetiques 

- 

Oxydation totale ethanol 

Oxydation du lactate 
en CO, + H,O 
Oxydation du glycdrol 

Formation de pigments 

Croissance sur NH, 

+ = positif pour plus de 90 % des bactenes testkes. 
- = negatif pour 90 % des bactenes testCes. 

Gluconobacter 
G. o ~ d a n s  

- 

- 

+ 
+ 
- 

Acetobacter 

A. aceti 

+ 
+ 

+ 
- 

+ 

A. liquefaciens 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

A. pasteurianus 

+ 
+ 

- 

- 

- 



Dénombrement des microorganismes 
psychrotrophes du lait liquide 

Norme FIL 101 (1981) 

Principe L'estimation du nombre de ces microorganismes dans le lait brut ou traité par la chaleur 
se fait par le dénombrement des colonies après une incubation à 6,5 OC pendant 10 
jours. 
Le milieu de culture, gélose glucosée au lait écrémé stérile, est non sélectif à cause de la 
diversité des espèces recherchées. 

Mode 
1 opératoire 

Lecture et 
interprétation 

Expression 
des résultats 

Préparation de l'échantillon 
-Avant d'ouvrir le récipient, nettoyer à l'alcool la surface extérieure où se fera le 

prélèvement. 
- Afin de s'assurer d'une répartition uniforme des microorganismes, mélanger 

soigneusement l'échantillon en retournant rapidement et de nombreuses fois le récipient 
qui le contient. 

Dans la pratique, secouer 25 fois en 7 secondes, avec une amplitude de 30 cm. 
Le prélèvement de la prise d'essai doit être effectué dans les 3 minutes après le mélange. 

Réalisation des dilutions 
Préparer les dilutions IO-', 10.' et 1 0 "  de façon à obtenir des boîtes contenant entre 10 et 
300 colonies. 

Ensemencement et incubation 
- Le temps entre la préparation des dilutions et la répartition de la gélose dans les boîtes 

de Petri ne doit pas dépasser 15 minutes. 
- Tester V = 1 mL des dilutions, en double essai, dans la masse de la gélose. 
- Incuber à l'étuve 10 jours à 6,5 OC +/- 0,5 OC. 

R E ~ Q U E  
Des travaux ont montré qu'une incubation de 17 heures A 17 OC, puis de 

- '  72 heures à 7 OC permet d'obcenir des résultats identiques ec plus rapides. 

Pour faciliter le dénombrement, l'utilisation d'une loupe ou d'un compteur enregistreur 
permet d'éviter de confondre des particules ou des matières précipitées avec de très petites 
colonies. 
Les colonies envahissantes sont comptées comme des colonies uniques, mais il ne faut 
pas considérer une boîte dont plus d'un quart est recouvert par de telles colonies. 

- Retenir les résultats des boîtes contenant entre 10 et 300 colonies. 
- Utiliser la formule : 

(n, + 0,l n2).V.d 

Le résultat sera exprimé par un nombre compris entre 1,O et 9,9. 1OX par millilitre de lait. 
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Extrait de levure ........................................................ 2,5 g 
..................................................................... Tryptone 5,o g 

Glucose 1,O g ..................................................................... 
Poudre de lait écrémé ............................................... 1,O g 

.................................................................... Agar 1021 15g 
Eau .................................................................... 1 000 mL 

Composition 
du milieu 

Le pH, après stérilisation à l'autoclave pendant 15 minutes à 121 OC +/- 1 OC, doit être de 
6,9 +/- 0,l  à 30 O C .  

Gélose glucosée au 
lait écrémé 
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Dénombrement des Pseudomonas sur et 
dans les viandes et produits à base de 

viande 
Norme AFNOR NF V 04-504 (septembre 1988) 

Objectifs 

Principe 

Mode 
opératoire 

Lecture 

Les Pseudomonas (Ps. fluorescens, Ps. fragi) sont des bacilles Gram négatif aérobies 
stricts qui dominent dans la flore d'altération superficielle, surtout lorsque la surface des 
viandes demeure humide. Ils se développent sur les carcasses des viandes, mais également 
sur des pièces plus petites ou sur la viande hachée. 
La surface de la viande se couvre d'une couche visqueuse (poissage) visible pour une 
concentration de 108 bactéries par cm2, et une odeur nauséabonde s'en dégage lorsque le 
nombre de bactéries dépasse IO7 par cm2. 

Seront dénombrées comme des Pseudomonas les bactéries qui, à 22 OC et en 48 h, forment 
des colonies en milieu sélectif de Mead et Adams, milieu au CFC (cétrimide, fucidine, 
céphalosporine), sont oxydase positive et cultivent en aérobiose sur le milieu de Kligler. 

Préparation de l'échantillon pour un dénombrement sur une viande 
- Sans cautérisation préalable, prélever sur une pièce de viande un lambeau superficiel 

de 2 à 3 mm d'épaisseur d'une surface délimitée (5 cm x 5 cm par exemple). 
- Placer le lambeau dans un flacon de verre stérile ou un sac plastique stérile adaptables à 

l'appareil de broyage-homogénéisation et contenant 100 mL d'eau peptonée tamponnée. 

Réalisation des dilutions 
Préparer, à partir de la suspension mère, les dilutions 1 O-', et 10". 

Ensemencement et incubation 
- Transférer, dans des boîtes de Petri stériles, 1 mL de la suspension mère (10 ') et des 

dilutions, en double essai. 
- Couler dans chaque boîte environ 15 mL du milieu CFC et bien mélanger. 

Le temps entre la fin de la préparation de la suspension mère et la répartition dans les 
boîtes de milieu de culture ne doit pas dépasser 15 minutes. 

- Incuber les boîtes retournées à 22 OC pendant 48 heures. Si le développement des colonies 
est insuffisant après ce délai, prolonger l'incubation pendant 24 heures. 

Dénombrer les colonies pour chaque boîte contenant entre 15 et 300 colonies. 

Confirmation 
- Isoler, sur des boîtes de gélose nutritive, 5 colonies prélevées au hasard sur chacune des 

boîtes présentant entre 15 et 300 colonies. 
- Incuber les boîtes à 22 OC pendant 24 h. 
- À partir des cultures pures, réaliser le test à l'oxydase et ensemencer un milieu de 

Kligler qui sera incubé à 22 OC pendant 24 h. 
Sont confirmées comme étant des colonies de Pseudomonas celles qui sont oxydase 
positive et qui ne se développent que sur la pente (aérobie) en milieu de Kligler. 
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Expression 
des résultats 

Composition 
du milieu 

Si au moins 80 % des colonies testées sur l'ensemble des boîtes sont révélées comme 
étant des Pseudomonas, prendre comme résultat le nombre obtenu par le dénombrement 
des colonies. 
Dans tous les autres cas, calculer le nombre de Pseudomonas à partir du pourcentage de 
Pseudomonas obtenus lors du dénombrement et ayant été confirmés. 

Exprimer le résultat par 

Milieu CFC 
(milieu de Mead et 

Adams) 

un nombre compris entre 1,O et 9,9. IOx. 

Milieu de base 
Peptone de gélatine 16,O g ................................................... 
Hydrolysat de caséine 10,O g ............................................... 
Sulfate de potassium 10,O g ................................................. 
Chlorure de magnésium ........................................ 1,4 g 

............................................................... Agar 12,Oà 18,Og 
...................................................................... Eau 1 000 mL 

Le pH, après stérilisation à 121 OC pendant 15 minutes, doit 
être de 7,2 à 25 OC. 

Solution de cétrimide (solution A) 
.................................................................... Cétrimide 0,1 g 

.......................................................................... Eau 100 rnL 
Stériliser par filtration 

Solution de fucidine (solution B) 
Fucidine ...................................................................... 0,l  g 

.......................................................................... Eau 100 mL 
Stériliser par filtration 

Solution de céphalosporine (solution C) 
........................................................... Céphalosporine 0,1 g 

.......................................................................... Eau 100 mL 
Stériliser par filtration 

Milieu complet 
........................................................ Milieu de base 100 mL 

.................................................................. Solution A 1 mL 

................................................................... Solution B 1 mL 

.................................................................. Solution C 5 rnL 
Ajouter stérilement les solutions d'inhibiteurs au milieu de 
base à 45 OC et mélanger. 
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Dénombrement de Brochothrix 
thermosphacta sur et dans les viandes et 

produits à base de viande 
Norme AFNOR NF V 04-505 (septembre 1989) 

Objectifs 

Principe 

Mode 
opératoire 

Expression 
des résultats 

Composition 
du milieu 

Brochothrix thermosphacta est un bacille Gram positif, cultivant à des températures 
comprises entre O OC et 25 OC, à des pH allant de 5 à 9, et qui est inhibé par les nitrites. 
Il est aéro-anaérobie facultatif et peut se développer dans les viandes conditionnées sous 
film. 
Il est responsable, avec Lactobacillus viridescens, du verdissement par la libération de 
peroxydes attaquant les pigments de la viande et de surissement par production d'acide 
lactique. 

Sont dénombrées comme Brochothrix thermosphacta les bactéries qui, à 22 OC en 48 h, 
forment des colonies en milieu sélectif de Gardner, milieu STAA (streptomycine, thallium 
acétate, actidione). 

Il est identique à celui du dénombrement des Pseudomonas en ce qui concerne la 
préparation de l'échantillon et des dilutions, l'ensemencement et l'incubation, ainsi que 
le dénombrement des colonies (Voir manipulation 17). En revanche, il n'est pas nécessaire 
de rechercher des caractères confirmant la présence de Brochothrix thermosphacta. 

Retenir les boîtes contenant entre 15 et 300 colonies, au niveau de deux dilutions successives. 
Calculer le nombre N de Brochothrix thermosphacta par gramme de produit, à l'aide de 
l'équation : 

Cc 
N =  

(n, + O, 1 n,).d 
.j 

Le résultat sera exprimé par un nombre compris entre 1 ,O et 9,9.10". 

Milieu STAA (milieu 
de Gardner) 

Milieu de base 
Peptone ................................................................... 20,O g 
Extrait de levure ......................................................... 2,O g 
Sulfate de magnésium (7 H,O) .................................. 0,l g 
Monohydrogénophosphate de potassium (K,HPO,) . 1 ,O g 
Glycérol ................................................................... 15,O g 
Pourpre de bromocrésol .......................................... 0 2  g 
Agar ................................................................... 8 à 18,O g 
Eau ..................................................................... 1 000 rnL 

Le pH, après stérilisation à 121 OC pendant 15 minutes, doit 
être de 7,O à 25 OC. 



Solution de sulfate de streptomycine (solution A) 
Sulfate de streptomycine ........................................... 5,O g 
Eau .......................................................................... 100 mL 
Stériliser par filtration 

Solution d'actidione (solution B) 
................................................................... Actidione 0,5 g 

Eau distillée 100 mL ............................................................ 
Stériliser par filtration 

I - 

Solution d'acétate de thallium (solution C) 
Acétate de thallium 0,5 g .................................................... 
Eau distillée 100 mL ............................................................ 
Stériliser par filtration 

Milieu complet 
Milieu de base ........................................................... 97 mL 
Solution A ................................................................... 1 mL 
Solution B ................................................................... 1 mL 
Solution C ................................................................... 1 mL 
Ajouter les 3 solutions au milieu de base à environ 48 OC et 
mélanger. 
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Détermination du temps de réduction 
décimale à 60 OC d'une souche de E. coli 

Objectif 

Mode 
opératoire 

Dénombrer les bactéries qui restent revivifiables après un traitement à 60 "C pendant un 
temps donné afin de déterminer le temps de réduction décimale à 60 "C (D,). 

Ajustement de la suspension bactérienne 
- À partir de la culture jeune en bouillon, effectuer une évaluation de la population par 

mesure de l'absorbance à 600 nm. 
On admet qu'une absorbance de 0,5 UA correspond à 5.10s cellules par millilitre de 
suspension bactérienne. 

-Ajuster la suspension à 0,6 UA (une dilution est nécessaire) ; prévoir 12 rnL de 
suspension. 

- Répartir la culture ajustée dans 8 tubes à hémolyse stériles (1 mLItube) ; conserver au 
froid jusqu'à utilisation, celle-ci doit se faire le plus rapidement possible. 

- Le tube correspondant à la durée O min est laissé dans la glace. 
- - - - 

Dénaturation thermique à 60 OC 
- Disposer les 7 tubes à hémolyse contenant la suspension ajustée dans le bain thermostaté 

à 60 OC. 
- Suivre la dénaturation thermique au chronomètre et retirer les tubes correspondant il 

chaque temps indiqué : 2,3,4,5, 6,7, 8 min ; les placer immédiatement dans la glace. 

Dénombrement des bactéries revivifiables 
- À partir de chaque tube correspondant à un temps donné, effectuer des dilutions 

successives dans les tubes à hémolyse contenant 900 mL d'eau ; ce travail doit être 
rapidement effectué, et les tubes de dilutions doivent être conservés dans la glace. 
Les dilutions suivantes peuvent être testées : 

- Déposer 15 pL de chaque dilution à tester sur la gélose nutritive bien sèche. 

Tube 

Dilution 

Chaque essai doit être doublé ; huit dépôts sont réalisés par boîte, soit une boîte par 
temps. 
- Laisser sécher les gouttes déposées, incuber 24 h à 37 OC. 

Une technique différente de dépôt peut être utilisée : dépôt de 100 pL et étalement à 
l'aide de billes de verre à la surface de la gélose. 

O 

4-5-6-7 

3 

3-4-5-6 

2 
3-4-5-6 

4 

2-3-4-5 

5 

0- 1-2-3 

8 

0- 1-2-3 
6 

0- 1-2-3 

7 

0- 1-2-3 



Exploitation 
des résultats 

CD 

- Pour chaque temps de dénaturation, compter les colonies pour la ou les dilution(s) 
possible(s). 

- Calculer la concentration en bactéries revivifiables totales par rnL (CBRT) à chaque temps : 
CBRT = m.n 1 p 

m = moyenne du nombre d'UFC pour la dilution comptable. 
n = inverse de la dilution comptable. 
p = volume de ddpôt en mL. 

- Donner sous forme de tableau l'ensemble des résultats obtenus. 
- Tracer log,, CBRT = f (t) ; en déduire D ,.,. 
La partie linéaire de la courbe se situe entre 2 et 6 min. 
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Dénombrement de la flore thermorésistante 
d'un lait cru destiné à la pasteurisation 

Objectifs 

Principe 

Mode 
opératoire 

Ce sont des bactéries capables de résister à des températures relativement élevées et de 
survivre à un chauffage de 63,5 OC pendant 30 minutes. Ces conditions correspondent à 
celles de la basse pasteurisation (LTLT = low temperature long time) dans l'industrie 
laitière. 
Les genres et les espèces les plus fréquemment rencontrés sont : 
- des bactéries à Gram positif asporogènes telles que Micrococus luteus, Streptococcus 

thermophilus, Enterococcus faecalis, Microbacterium lacticum, Corynebacterium ; 
- des bacilles à Gram positif sporulés tels Bacillus et Clostridium, qui résistent à des 

températures encore plus élevées. 

Parmi les bactéries sporulantes, il existe des souches de Bacillus psychrotrophes qui limitent 
la durée de conservation au froid de produits pasteurisés, en l'absence d'autres 
contaminants. 
Le dénombrement de ces bactéries permet d'apprécier la qualité d'un lait destiné à la 
pasteurisation et de contrôler l'efficacité des techniques de traitement thermique mises 
en œuvre. 

Le dénombrement est effectué sur gélose glucosée au lait écrémé stérile, dans les mêmes 
conditions que celui de la flore totale, mais sur un échantillon de lait ayant été préalablement 
chauffé à 63'5 OC pendant 30 min. 

REMARQUE 
Il ne sera donc traité que la partie concernant la préparation de l'échantillon. 

- Avant d'ouvrir le récipient, nettoyer à l'alcool à 70 OC la surface extérieure où se fera le 
prélèvement. 

- Homogénéiser soigneusement l'échantillon en retournant de nombreuses fois le récipient 
qui le contient et prélever dans les 3 minutes après le mélange. 

- Introduire 10 rnL de lait à analyser dans un tube stérile et boucher le tube. 
- Préparer de façon identique un tube témoin dans lequel plonge un thermomètre. 
- Immerger les deux tubes en même temps, en vérifiant que le niveau d'eau du bain à 

63,5 OC soit largement au-dessus de celui du lait. 
- Laisser les tubes 30 min à partir du moment où la température du lait atteint 63,5 OC 

dans le tube témoin. 
- Après ce temps, l'échantillon est immédiatement refroidi dans la glace ou sous le robinet. 
- Réaliser ensuite des dilutions à partir du lait ainsi traité et effectuer le dénombrement. 

" REMARQUE 
Une technique moins rigoureuse, sans préparer de témoin, consiste à 
laisser l'échantillon 35 min à 63,5 O C .  On considère qu'il faut 5 min 
pour atteindre 63,5 O C  à l'intérieur du tube. 
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Dénombrement en milieu liquide des spores 
thermorésistantesde Bacilluset Clostridium 
thermophiles dans les matières premières 
entrant dans la composition des conserves 

Norme AFNOR NF V 08-407 (octobre 1989) 

Principe 

Mode 
opératoire 

Les spores thermorésistantes de Bacillus et de Clostridium mésophiles et thermophiles 
peuvent être présentes en grande quantité dans certaines matières premières, mais ce sont 
surtout celles des espèces thermophiles qui sont à l'origine de l'altération des conserves. 
Leur dénombrement est important pour mieux maîtriser le niveau du barème de stérilisation 
(températureltemps). 

Certains Bacillus thermophiles pouvant se développer en anaérobiose, un dénombrement 
global des spores thermorésistantes des Bacillus et des Clostridium thermophiles est réalisé. 
Ces spores, après une épreuve de sélection thermique, peuvent donner naissance à des 
formes végétatives de Bacillus et de Clostridium qui se développent en milieu liquide de 
Rosenow, incubé à 55 OC pendant 1 à 8 jours. Le résultat du dénombrement est obtenu 
par la technique du nombre le plus probable. 

Prélèvement de l'échantillon et préparation de la suspension mère 
Le prélèvement se fait conformément au produit concerné. 
- Préparer la suspension mère en utilisant de l'eau peptonée tamponnée, dans un flacon 

d'une capacité au moins égale au double du volume de la suspension mère, celui-ci ne 
devant pas être inférieur à 100 mL. 

- Préparer de la même manière un flacon témoin, dans lequel plonge un thermomètre 
pour surveiller la montée en température lors de l'épreuve de sélection thermique. 

- 

Épreuve de sélection thermique et réalisation des dilutions 
- Immerger en même temps dans le bain d'éthylène glycol le flacon de suspension mère 

et le flacon témoin, et vérifier que le niveau du liquide du bain est bien supérieur à celui 
de la suspension mère dans les flacons. Agiter régulièrement. 

- Lorsque le thermomètre du flacon témoin indique 98 OC, prolonger l'immersion pendant 
30 min. 

- Les flacons sont ensuite refroidis immédiatement dans un courant d'eau froide. 

Réalisation des dilutions 
À partir de la suspension mère ainsi traitée, réaliser un nombre de dilutions en eau peptonée 
tamponnée de sorte que les tubes de la dernière dilution soient tous négatifs. 

Ensemencement et incubation 
- Dans trois tubes de milieu préalablement régénéré, transférer 1 mL de la suspension 

mère chauffée, et opérer de façon similaire pour chacune des dilutions suivantes. 
- Recouvrir la surface de chaque tube avec de l'huile de vaseline stérile, de la paraffine 

stérile fondue ou de la gélose blanche en surfusion à 45 OC. 
- Incuber les tubes à l'étuve à 55 OC pendant 8 jours. 
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Lecture et 
interprétation 

Expression 
des résultats 

- Réaliser une lecture chaque jour pendant 8 jours en notant les tubes présentant une 
- culture : 
- virage de l'indicateur d'Andrade au rouge carmin (acidification) ou au jaune-vert 

(alcalinisation) ; 
- oujet trouble ; 
- oulet dégagement gazeux. 

- La lecture, le 8" jour, permet de calculer le NPP. 
Certains produits, comme les produits laitiers, troublent le milieu dès l'ensemencement. 
En l'absence de virage de l'indicateur après incubation, il faudra donc vérifier par un 
examen microscopique la présence d'une croissance bactérienne. 

- Lire la valeur du NPP dans la table et la diviser par le taux de la dilution retenue la 
moins élevée, pour obtenir le nombre de spores thermorésistantes de Bacillus et de 
Clostridium thermophiles présumés par millilitre ou par gramme de produit. 

- Ne pas oublier de tenir compte de la valeur de la dilution correspondant à la réalisation 
de la suspension mère. 

- Exprimer le résultat par un nombre compris entre 1 ,O et 9,9.10". 
Dans le cas où tous les tubes sont négatifs, et avec une suspension mère au 1/10, le 
résultat correspond à : « moins de 3 spores thermorésistantes de Bacillus et de Clostridium 
thermophiles présumés, dans 1 mL ou 1 g de produit >>. 

Composition 
des milieux 

Milieu de Rosenow 
cysteine avec 

cervelle et 
marbre 

Peptone .................................................................... 10,O g 
Extrait de viande 3,O g ......................................................... 
Chlorure de sodium .................................................... 5,O g 

....................................................................... Glucose 2,o g 
Amidon soluble .......................................................... 2,O g 
Chlorhydrate de cystéine ............................................ 0 3  g 
Indicateur d'Andrade (fuchsine acide à 5 % dans 
l'eau distillée) ........................................................... 10 mL 
Eau ....................................................................... 1 000 mL 

Ajuster le pH de sorte qu'après stérilisation, il soit de 7,2 à 25 OC. 
Répartir le milieu à raison de 10 mL dans des tubes à essais et ajouter dans chaque tube 
un morceau de marbre blanc et un morceau de cervelle fraîche ou lyophilisée de bœuf ou 
de mouton. Stériliser à 121 OC pendant 20 min. Conserver entre O OC et 5 OC, 15 jours au 
maximum. 

Eau peptonée 
tamponnée 

Peptone ..................................................................... 10,O g 
NaCl ............................................................................ 5,O g 
Na2HP04, 10 H20 ....................................................... 9,O g 
KH2P04 ..................................................................... 1,5 g 
Eau distillée .................................................. qsp 1 000 mL 

Ajuster le pH à 7,O à 25 OC, après stérilisation à 121 OC pendant 20 minutes. 



/ Recherche de Bacillus thermophiles, formes 
végétatives et spores, dans les conserves 

Norme AFNOR NF V 08-404 (avril 1986) 

Objectifs 

Principe 

Mode 
opératoire 

Les défauts de fabrication des conserves apparaissent lors de la survie de Bacillus 
thermophiles, notamment dans le cas d'un barème de stérilisation insuffisant en température 
oulet durée, ou dans le cas d'une contamination microbienne initiale trop élevée des 
matières premières. 

Certains de ces Bacillus (B. stearotherrnophilus, B. coagulans) sont responsables d'une 
acidification avec peu ou pas de production de gaz. 11 s'agit du «flat sour », c'est-à-dire 
d'accidents de surissement sans bombage de conserves initialement peu acides (pH > 5,3). 

Les spores des Bacillus mésophiles (B. subtilis, B. polyrnyxa, B. macerans) sont 
relativement peu résistantes et sont souvent incapables de se développer dans des produits 
acides ou en anaérobiose. 

l Les Bacillus thermophiles sont des bacilles Gram positif en culture jeune, capables de 
sporuler, cultivant en aérobiose à 55 OC, catalase positive en général. 
La recherche des Bacillus thermophiles, à l'état de formes végétatives ou de spores 
revivifiables, se fait dans trois milieux : bouillon glucosé, milieu de Rosenow, milieu au 
jus de tomate après une incubation à 55 O C  pendant 5 jours. 
- - - 

Prélèvement de l'échantillon 
Se conformer aux recommandations pour le prélèvement aseptique à partir d'une conserve 
(Voir chap. II 5.3.3). 

Examen microscopique 
- Réaliser une coloration de Gram à partir d'un frottis, éventuellement dégraissé. 
- Observer la présence de formes végétatives et de spores. 

Ensemencement 
- Recherche des formes végétatives 

-Ensemencer 3 tubes de bouillon glucosé et 3 tubes de milieu de Rosenow etlou de 
milieu au jus de tomate, en transférant 1 mL ou 1 g de produit pour 10 rnL de milieu. 
Pour les produits hétérogènes, la composition de l'inoculum doit être représentative de 
celle de la conserve analysée. 

- Recherche des formes sporulées 
Cas des conserves de pH > 4,s 

- Procéder comme pour la recherche des formes végétatives, puis immerger dans un 
bain d'eau bouillante, pendant 10 min, les tubes de milieux de culture ensemencés. 

- Vérifier que le niveau de l'eau du bain est bien supérieur à celui du milieu de culture 
dans les tubes. 

- Sortir les tubes et les refroidir immédiatement sous un courant d'eau froide. 
- La présence de spores thermorésistantes dans l'inoculum sera mise en évidence par 

une culture. 
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Lecture et 
interprétation 

Expression 
des résultats 

Cas des conserves de pH < 4,s 
- Réaliser l'épreuve de sélection thermique dans les mêmes conditions que précédem- 

ment, mais à une température de 80 OC pendant 10 min. 

Incubation 
- Incuber tous les milieux de culture dans une étuve à 55 OC +/- 1 OC pendant 5 jours. 

- Réaliser chaque jour une lecture des tubes, et retirer de l'étuve ceux qui présentent une 
culture : 
- bouillon glucosé : trouble du milieu ; 
- milieu de Rosenow : virage de l'indicateur d'Andrade au rouge carmin, trouble du 

milieu ; 
- milieu au jus de tomate : présence d'un voile en surface. 

- Effectuer à partir de ces tubes une coloration de Gram, pour observer des bacilles à 
Gram positif en culture jeune et la présence éventuelle de spores. La présence de spores 
sera révélée plus facilement sur une culture plus âgée, mais les bacilles n'apparaîtront 
pas aussi nettement Gram positif. 

Après les 5 jours d'incubation à 55 OC : 
- soit aucune culture n'est apparue dans tous les milieux ensemencés. Dans ce cas, 

conclure : absence de Bacillus thermophiles ; 
- soit présence d'une culture, dans les tubes pour la recherche des formes végétatives, ou 

dans ceux pour la recherche des spores, ou enfin dans les deux cas : réaliser des essais 
de confirmation à partir des tubes positifs. 

Essais de confirmation 
- À partir des tubes positifs pour la recherche des spores : 
- réaliser avec la même anse un ensemencement en stries de deux boîtes de Petri, l'une 

après l'autre, contenant le même milieu de culture sous forme gélosée ; 
- incuber à 55 OC +/- 1 OC pendant 18 à 24 h ; 
- si des colonies se développent en aérobiose, en repérer les différents types morphologi- 

ques et mettre en suspension dans 1 mL d'eau distillée stérile une colonie de chaque type ; 
- verser 2 à 3 gouttes du réactif de la catalase, l'apparition de bulles de gaz révèle une 

catalase positive. 

- À partir de chaque tube positif pour la recherche des formes végétatives : 
- réaliser une culture en aérobiose et la recherche de la catalase, en suivant le protocole 

ci-dessus ; 
- mettre en évidence des spores en ensemençant un tube du même milieu, en réalisant 

une sélection thermique (10 min à 80 OC ou à 100 OC selon le pH de la conserve) ; 
- incuber à 55 OC +/- 1 OC pendant 5 jours. 

La présence d'une culture montre la capacité des bacilles à sporuler, dans la culture initiale. 

- Culture en aérobiose -, mise en évidence des spores + ou -conclure : absence de Bacillus 
thermophiles. 

- Culture en aérobiose +, catalase +, mise en évidence des spores +, conclure : présence 
de Bacillus thermophiles. 

- Culture en aérobiose +, catalase -, mise en évidence des spores +, conclure : présence 
de Bacillus thermophiles catalase - (majorité des cas de Bacillus stearothermophilus) 

- Culture en aérobiose +, catalase + ou -, mise en évidence des spores -, conclure : 
présence de Bacillus thermophiles dont les spores n'ont pu être observées. 

Ce dernier cas peut s'expliquer par : 
- la difficulté des Bacillus thermophiles à sporuler dans les milieux de culture utilisés ; 
- une recontamination par un Bacillus thermophile après le traitement thermique. 

1 
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Composition 
des milieux 

Pour l'utilisation 

Bouillon glucosé Tryptone ..................................................................... 4 g 
Digestat pancréatique de caséine ................................ 4 g 
Digestat pancréatique de soja .................................... 3 g 

.......................................................... Extrait de levure 4 g 
Chlorure de sodium ................................................... 5 g 
Glucose ...................................................................... 5 g 
Amidon soluble .......................................................... 1 g 

1 g ............................................................................ Agar 
Eau ...................................................................... 1 000 mL 

Ajuster le pH de sorte qu'après stérilisation à 12 1 OC pendant 15 minutes, il soit de 6,l à 
25 OC. 
Répartir le milieu à raison de 10 mL dans des tubes à essais. 

Milieu de Rosenow 
avec amidon 

Peptone ..................................................................... 10,O g 
Extrait de viande ........................................................ 3 8  g 
Chlorure de sodium (NaCl) ........................................ 5'0 g 
Glucose ...................................................................... 2,O g 
Amidon soluble .......................................................... 2'0 g 
Indicateur d'Andrade (fuchsine acide à 5 % 
dans l'eau distillée) ................................................... 10 mL 
Eau ....................................................................... 1 000 mL 

Ajuster le pH de sorte qu'après stérilisation, il soit de 7,2 à 25 OC. 
Répartir le milieu à raison de 10 mL dans des tubes à essais. Stériliser à 121 OC pendant 
20 min. Conserver entre O OC et 5 OC, 15 jours au maximum. 

Milieu au jus de 
tomate 

Peptone ......................................................................... 10 g 
Jus de tomate ............................................................ 20 mL 
Digestat pancréatique de lait (lait peptonisé) ............... 10 g 
Eau ...................................................................... 1 000 mL 

Utiliser des jus stCriles conservés dans des récipients en verre et ne contenant pas d'agents 
inhibiteurs de la croissance microbienne. 
Ajuster le pH de sorte qu'après la stérilisation à 121 OC pendant 15 minutes, il soit de 5,O 
à 25 OC. 
Répartir le milieu à raison de 10 mL dans des tubes à essais. 

de ces milieux sous forme gélosée, ajouter 12 à 18 g d'agar par litre. 
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Recherche de Clostridium thermophiles, 
formes végétatives et spores, dans les 

conserves 
Norme AFNOR NF V 08-405 (décembre 1986) 

Objectifs 

Principe 

Mode 
opératoire 

Les Clostridium protéolytiques sont responsables de la putréfaction des conserves. 
Ce type d'altération est dû : 
- soit à des Clostridium thermophiles (Desulfotomaculum nigrzjîcans) rencontrés dans 

des produits faiblement acides (conserves de légumes) ayant subi un sous-traitement 
thermique. Ces bactéries produisent de 1'H2S qui peut entraîner le bombage de la boîte 
et une odeur d'œuf pourri à l'ouverture ; 

- soit à des Clostridium mésophiles (Clostridium sporogenes, Clostridium putrefaciens) 
qui décomposent les protéines en substances malodorantes (indole, scatol.. .). Une forte 
production de gaz (H,, CO,, H,S) se manifeste par un bombage très important des boîtes. 

REMARQUE 
Chstridium botulinum fait partie des mésophiles, mais en général, aucune 
altération n'est visible, et cependant la conserve est hautement toxique. 

Les Clostridium butyriques ou saccharolytiques transforment le contenu des conserves 
en un produit fermenté, aigre, ayant une odeur butyrique, et s'accompagnant d'une très 
forte production de gaz responsable du bombage, voire même de l'explosion de la boîte. 
Ce type d'altération est dû : 
- soit à des Clostridium thermophiles (Clostridium thermosaccharolyticum) dans les 

conserves peu ou moyennement acides (pH 2 43)  ; 
- soit à des Clostridium mésophiles (Clostridium butyricum ou Clostridiumpasteurianum 

et parfois Clostridium petj-ringens dans les conserves acides (pH < 4 3 .  
Les Clostridium thermophiles sont des bacilles sporulés se développant uniquement en 
anaérobiose à la température de 55 OC. 
Ces bactéries sont présentes dans le cas d'un produit ayant subi un sous-traitement thermique 
ou dans le cas d'une charge microbienne initiale très élevée des matières premières. 

La recherche de Clostridium thermophiles, à l'état de formes végétatives ou de spores 
revivifiables, s'effectue dans des tubes de milieu de Rosenow cystéiné additionné d'amidon 
etlou de bouillon glucosé, recouverts de paraffine, d'huile de vaseline, ou de gélose blanche, 
et par ensemencement d'une gélose sulfitée au citrate de fer après une incubation à 55 OC 
jusqu'à 8 jours. 

Prélèvement de l'échantillon 
Se conformer aux recommandations pour le prélèvement aseptique à partir d'une conserve 
(Voir chap. II 5.3.3). 

Examen microscopique 
- Réaliser une coloration de Gram à partir d'un frottis, éventuellement dégraissé. 
- Observer la présence de formes végétatives et de spores. 

$ -QW 
Les deux espèces Clostridium thennosaccharqyticum et Desulfotomaculum 

.+ nigrzjcans apparaissent Gram négatif. 



3 
p, 
J 
m. 

'C1 
C - 
p, 
rC -. 
O 
J 

h) 
O 

Lecture 
et 

interprétation 

Ensemencement et incubation 
- Recherche des formes végétatives 

Pour les conserves hétérogènes, la composition de l'inoculum doit être représentative 
de la totalité de la conserve analysée. 

- Ensemencer 3 tubes de milieu de Rosenow cystéiné et/ou de bouillon glucosé et 3 
tubes de gélose sulfitée au citrate de fer, préalablement régénérés, en transférant un 
inoculum de 1 g ou de 1 mL de produit pour 10 mL de milieu liquide (inoculum plus 
faible dans le cas d'un milieu solide). 

- Recouvrir tous les tubes des milieux liquides avec de l'huile de vaseline stérile, de la 
paraffine stérile, ou de la gélose blanche préalablement fondues. 

- Refroidir rapidement dans un bain d'eau froide la gélose sulfitée au citrate de fer. 

- Recherche des formes sporulées 
- Ensemencer comme précédemment les différents milieux, puis en recouvrir la sur- 

face sans utiliser de gélose blanche, et les immerger pendant 10 minutes dans un bain 
d'eau bouillante. 

- Vérifier que le niveau de l'eau du bain est supérieur à celui du milieu de culture dans 
les tubes. 

- Sortir les tubes et les refroidir immédiatement sous un courant d'eau froide. 
- Incuber tous les milieux ensemencés dans une étuve à 55 +/- 1 OC jusqu'à 8 jours. 

- Réaliser chaque jour une lecture des tubes. 
- En l'absence de culture, laisser les tubes à l'étuve pendant 8 jours. 
- Retirer de l'étuve les tubes de milieux présentant une culture : 
- milieu de Rosenow : virage de l'indicateur au rouge ou au vert, trouble du milieu, 

avec éventuellement dégagement gazeux ; 
- bouillon glucosé : trouble du milieu, dégagement gazeux ; 
- gélose sulfitée au citrate de fer : présence de colonies, noires s'il s'agit de D. nignJicans. 

- Après les 8 jours d'incubation à 55 OC, si aucun développement n'est apparu dans tous 
les milieux ensemencés, conclure : absence de Clostridium thermophiles. 

Essais de confirmation 
À partir des tubes positifs pour la recherche des spores, le caractère anaérobie strict doit 
être vérifié. 
- Si la gélose sulfitée au citrate de fer est positive (milieu solide), réaliser les opérations 

suivantes : 
- repérer, au fond du tube, une colonie isolée pour chaque type morphologique et la 

repiquer dans un milieu de Rosenow cystéiné ou un bouillon glucosé, préalablement 
régénérés, puis recouvrir les tubes avec de l'huile de vaseline stérile, de la paraffine 
stérile ou de la gélose blanche préalablement fondues ; 

- dans le cas où les colonies ne sont pas isolées, prélever à l'aide d'une pipette Pasteur 
stérile soit du liquide présent dans le milieu, soit du milieu gélosé ; 

- incuber à 55 +/- 1 OC pendant 8 jours si nécessaire ; 
- s'il y a présence d'une culture, poursuivre les essais de confirmation, comme dans le 

cas des milieux de culture positifs liquides. 

- Si le milieu de Rosenow cystéiné ou le bouillon glucosé est positif (milieu liquide), 
réaliser les opérations suivantes : 
- ensemencer en stries, avec une anse, quatre boîtes de gélose Columbia à partir de 

chacun des milieux liquides ; 
- incuber deux boîtes, à l'endroit, dans la jarre pour culture en anaérobiose, à 55 OC +/- 1 OC 

jusqu'à 4 jours dans le cas d'une absence de culture ; 
- incuber les deux autres boîtes en aérobiose à 55 +/- 1 OC et les laisser 4 jours à 

l'étuve dans le cas d'une absence de culture ; 
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- en présence d'une culture à la fois en anaérobiose et en aérobiose, repérer selon les 
types morphologiques isolés les colonies se développant en anaérobiose ; 

- ensemencer par stries, avec l'anse, une colonie isolée de chaque type morphologique à 
la surface de deux boîtes de gélose Columbia ; 

- incuber à 55 +/- 1 OC une boîte en aérobiose et l'autre en jarre pour culture en anaérobiose ; 
- en l'absence de culture, prolonger l'incubation 4 jours. 

- Culture en aérobiose + pour tous les types morphologiques isolés, aptitude à la sporulation 
+ ou -, conclure : absence de Clostridium thermophiles. 

-Culture en aérobiose - pour au moins un type morphologique isolé, aptitude à la 
sporulation +, conclure : présence de Clostridium thermophiles. 

-Culture en aérobiose- pour au moins un type morphologique isolé, aptitude à la 
sporulation -, conclure : présence de Clostridium thermophiles, dont les spores n'ont 
pu être observées. 

Ce dernier cas peut s'expliquer par : 
- la difficulté des Clostridium thermophiles à sporuler dans les milieux de culture utilisés ; 
- une recontamination par un Clostridium thermophile après le traitement thermique. 

Milieu de Rosenow 
c~stéiné avec 

cervelle et 

Peptone ..................................................................... 10,O g 
Extrait de viande ......................................................... 3,o g 
Chlorure de sodium ................................................... 5,o g 

...................................................................... Glucose 2,O g 
Amidon soluble .......................................................... 2,O g 
Chlorhydrate de cystéine ............................................ 0,3 g 
Indicateur d'Andrade (fuchsine acide à 5 % 

................................................... dans l'eau distillée) 10 mL 
....................................................................... Eau 1 000 mL 

Ajuster le pH de sorte qu'après stérilisation, il soit de 7,2 à 25 OC. 
Répartir le milieu à raison de 10 mL dans des tubes à essais et ajouter dans chaque tube un 
morceau de marbre blanc et un morceau de cervelle fraîche ou lyophilisée de bœuf ou de 
mouton. Stériliser à 121 OC pendant 20 min. Conserver entre O et 5 OC, 15 jours au maximum. 

Bouillon 
glucosé 

Tryptone ..................................................................... 4 i2 
Digestat pancréatique de caséine ................................ 4 g 
Digestat pancréatique de soja .................................... 3 g 

......................................................... Extrait de levure 4 i2 
Chlorure de sodium .................................................... 5 g 
Glucose ...................................................................... 5 g 
Amidon soluble ......................................................... 1 g 

............................................................................ Agar 1 g 
...................................................................... Eau 1 000 mL 

Ajuster le pH de sorte qu'après stérilisation à 121 OC pendant 15 minutes, il soit de 6,l à 
25 OC. 
Répartir le milieu à raison de 10 mL dans des tubes à essais. 

Gélose sulfitée au 
citrate de fer 

...................................................................... Tryptone 10 g 
Métabisulfite de sodium ........................................ 0,5 g 
Citrate de fer .............................................................. 0,5 g 

................................................................... Agar 12à  18g 
..................................................................... Eau 1 000 mL 

Ajuster le pH de sorte qu'après stérilisation à 121 OC pendant 15 minutes, il soit de 7,2 à 
25 OC. 
Répartir le milieu de culture par quantités de 12 mL dans des tubes de 16 mm x 160 mm. 



Gélose Columbia Tryptone ...................................................................... 5 g 
Peptone pepsique ........................................................ 5 g 
Hydrolysat de peptones animales et végétales .......... 10 g 
Peptone trypsique de cœur .......................................... 3 g 

....................................................................... Amidon l g  
................................................... Chlorure de sodium 5 g 

Agar ................................................................. 10à  15g 
Eau ....................................................................... 1 000 mL 
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Ajuster le pH de sorte qu'apr8s stérilisation à 121 O C  pendant 20 min, il soit de 7,3 à 
25 OC. 
Répartir le milieu par quantités de 15 mL environ dans des tubes de 16 mm x 160 mm. 
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Dénombrement des spores << butyriques >> 

dans les laits destinés à la fabrication des 
fromages à pâte cuite et dans les fromages 

Méthode approuvée par l'Institut technique du gruyère 

Objectifs 

Principe 

Mode 
opératoire 

Deux espèces bactériennes sont fréquemment rencontrées : Clostridium butyricum et 
Clostridium ~robutyricum. 
Les spores de ces bactéries présentes dans le sol se retrouvent fréquemment dans les 
ensilages, puis dans le lait. Il s'agit soit d'une contamination directe du lait, soit d'une 
contamination indirecte à partir des fèces des animaux nourris sous ensilage. 
Ces Clostridium sont responsables du gonflement tardif et de l'éclatement des fromages, à 
pâte cuite surtout (comté, emmental, beaufort.. .). Ils réalisent, à partir du lactate, la 
fermentation butyrique avec production de gaz (CO, et Hz), accompagnée d'une dénaturation 
du goût (goût de rance). Ces accidents de fabrication se manifestent à partir d'un nombre 
limité de spores (200k de lait), ils sont fréquents au-dessus de 500 spore& et sont généralisés 
à 3 000 sporesk. Les laits d'ensilage sont interdits pour la fabrication de ces fromages. 

Le dénombrement des spores butyriques est effectué sur le milieu liquide de Bryant- 
Burkey modifié par Bergère, par la technique du nombre le plus probable, après une 
incubation à 37 OC pendant 7 jours. 

Prélèvement des échantillons 
- Lait : méthode habituelle pour l'analyse bactériologique. 
- Fromage : 
- meule : prélever avec une sonde au milieu d'un rayon ; 
- plaquette, bloc : prélever une mince tranche sur toute la hauteur, incluant la croûte ; 
- morceau : couper et râper l'ensemble du morceau. 

Préparation des échantillons 
- Lait : réchauffer le lait pendant 10 min à 25-30 OC et bien homogénéiser, les spores 

remontant avec la crème. 
- Fromage : broyer 1 min environ 10 g de fromage dans 90 mL d'eau citratée à 2 %, 

préalablement réchauffée à 35-40 OC. 

Réalisation des dilutions 
- Lait : préparer les dilutions 10-' et 10-2. 
- Fromage : préparer les dilutions jusqu'à 1W. 

Ensemencement et incubation 
- Régénérer avant ensemencement le milieu de culture 20 min au bain d'eau bouillante, 

puis le refroidir à 30 OC. L'inoculum dans chaque tube est de 1 mL. 
- Ensemencer les dilutions de lait 10°, 10.' et à raison de 5 tubes par dilution pour 

pouvoir déceler de faibles concentrations avec une précision suffisante. 
- Pour le fromage, ensemencer les dilution IO-, à à raison de 3 tubes par dilution. 
- Couler 2 mL de paraffine stérile fondue à 60 OC. 
- Porter les tubes à 75 OC pendant 15 minutes, puis les refroidir sous un courant d'eau 

froide. Ce traitement thermique sélectionne les spores. 
- Incuber les tubes à 37 OC pendant 7 jours. 



Lecture et 
interprétation 

Expression 
des résultats 

Composition 
du milieu 

Observer chaque jour après 48 h d'incubation : les tubes positifs sont ceux qui présentent 
un décollement du bouchon de paraffine dû au dégagement gazeux. 

- Utiliser les tables du NPP pour 3 tubes et pour 5 tubes. 
- Déterminer le nombre de spores butyriques par mL de lait ou par gramme de fromage, 

en multipliant le coefficient NPP par l'inverse du taux de la dilution retenue la moins 
élevée (celle ayant la plus forte concentration en échantillon). 

- Exprimer le résultat par un nombre compris entre 1,O et 9,9.10x. 

......................................................... Acétate de sodium 
L-cystéine chlorhydrate ........................................ 0,5 g 

Milieu de Bryant- 
Burke~ fnodifié Par 

Bergère 

.......................................................... Lactate de sodium 5 g 
Eau ...................................................................... 1 000 mL 

Peptone de caséine ........................................................ 15 g 
Extrait de levure ............................................................. 5 g 

........................................................... Extrait de viande 10 g 

1 1 Ajuster le pH de sorte qu'après stérilisation à 120 OC pendant 20 min, il soit de 6,O à 1 
25 OC. 
Répartir en tubes de 16 mm x 160 mm à raison de 10 mL par tube. 
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Dénombrement des levures et moisissures 
dans les épices et aromates 

Norme AFNOR NF V 03-454 (décembre 1981) 

Principe 

Mode 
opératoire 

Lecture 

Expression 
des résultats 

Les levures et moisissures sont des microorganismes qui, après ensemencement en surface 
sur un milieu inhibiteur pour les bactéries aérobies (gélose OGA), forment des colonies 
après une incubation à 20 O C  pendant 5 jours. 

Préparation des milieux 
- Faire fondre le milieu de base et le refroidir à 45/48 O C .  
- Ajouter à 10 mL de milieu de base fondu 1 mL de la solution d'oxytétracycline. 
- Bien mélanger, et couler en boîtes de Petri. 
- Après solidification, sécher la surface du milieu à l'étuve à 55 O C ,  couvercle entrouvert, 

et laisser refroidir couvercle fermé. 

Préparation de l'échantillon 
La quantité d'échantillon pour laboratoire doit être suffisante pour les besoins de l'analyse. 
Réaliser une suspension mère au 1/10. 

Réalisation des dilutions 
Préparer 2 tubes de dilution au à partir de la suspension mère et préparer un tube de 
dilution au à partir de chacun de ces tubes. 

Ensemencement et incubation 
- Suspension mère 
- Transférer à l'aide d'une pipette de 1 mL, à la surface de 4 boîtes de Petri contenant 

la gélose OGA, 0,l mL de la suspension mère. 
- Répartir sur toute la surface du milieu à l'aide d'un étaleur en verre stérile. 

- Dilutions 
- Transférer à l'aide d'une nouvelle pipette de 1 mL à la surface de 2 boîtes de Petri 

contenant la gélose OGA, 0,l mL prélevé après agitation du premier tube de dilution 
le2. 

- Répartir sur toute la surface de la gélose à l'aide d'un étaleur en verre stérile. 
- Réaliser les mêmes opérations à partir du deuxième tube de dilution l e 2 ,  et de même 

à partir des tubes de la dilution 1(Y3. 
- Incuber les boîtes retournées pendant 5 jours à 20-25 OC. 

- Après 48 h d'incubation, repérer chaque jour les colonies sur les boîtes. 
- Dénombrer les colonies de levures et de moisissures sur les boîtes présentant au total 

10 à 100 colonies. 

Exprimer le résultat par un nombre de levures et de moisissures compris entre 1 ,O et 9'9.10. 
par gramme d'épice. 



Composition 
du milieu 

Au moment de l'utilisation : 
- Faire fondre le milieu de base et le refroidir à 45-48 OC. Ajouter à 10 mL de milieu de 

base fondu 1 mL de la solution d'oxytétracycline. 
- Mélanger, et couler en boîtes de Petri. 
- Laisser solidifier, puis sécher la surface du milieu à l'étuve à 55 OC, couvercle entrouvert, 

et laisser refroidir couvercle fermé. 

Gélose glucosée à 
I'oxY'tétrac~cline 

(OGA) 

Milieu de base 
Extrait de levure déshydraté ......................................... 5 g 

...................................................................... Glucose 20 g 
Agar .................................................................... 16 à 24 g 
Eau ..................................................................... 1 000 mL 

Solution d'oxytétracycline à 0,l % 

Répartir le milieu, soit en tubes de 20 mm x 200 rnm, à raison de 20 mL par tube, soit en 
fioles de 150 mL, à raison de 100 mL par fiole. 
Stériliser à l'autoclave à 12 1 OC +/- 1 OC pendant 20 min. 



RECHERCHE ET IDENTIFICATION DES 
MICROORGANISMES RESPONSABLES DE 

TOXI-INFECTIONS ALIMENTAIRES 

1. Microorganismes responsables de toxi-infections alimentaims 
coElectives 

Une toxi-infection alimentaire (TIA) est difinie c o m e  un ensemble de dysfonctionnements de l'organisme ksultant 
de I'ingestion d'un aliment contamink par des microorganisrnes pathog&nes, Elle est qualifike de collective (TIAC!) 
lorsque peuvent Ctre obsen6s deux cas au moins pdsentant la mime symptomatologie et dont on p u t  rapporter la 
cause i une mEme origine alirnentaire. 
Le r6le de l'aliment dans la transmission des bact6ries enteropathogtnes est gdniralement actif. L'alirnent est le si&ge 
d'une multiplication de l'agent pathoghe, avec ou sans production de toxines, La contamination &ant presque tou- 
jours paucimicmbienne, elle ne repdsente qu'un risque potentiel qui ne devient de l  qu'slprks la multiplication micro- 
bienne dans l'aliment. 
La plupart des agents responsables d'infections d'origine alirnentaire pdsentent un tropisme intestinal. Ils sont capa- 
ble~  d'adhdrer 5 la membrane apicale des entCrocytes. Les !roubles observ6 sont & relier h la capacitC de ces microor- 
ganismes de se multipIier dans les entdrocytes (bactkies entern-invasives) ou de s8cdter une toxine perturbant le 
fonctionnement de l'entdmyte (batteries entdmtoxiques). 

1.1. Salmonella 

1.1.1.. Classification et nomenclature 
Au sein de la vaste famille des Entembacteriaceae, le  gene Salmonella est identifie en pratique coutante par un 
ensemble de caracteres biochimiques : absence d'ONPG hydrolase, d'dase,  de tryptophane, pMnylalanine et lysine 
dbaminases, rhction VP nkgative, pdsence d'une lysine et d'une ornithine dCcarboxylases, production d'H,S (sauf 
exceptions). 
Les travaux de Kauffmann et White, en dEbouchant sur 1'Claboration d'une carte antigtnique des Salmwlla, ont 
conduit h les classer en 38 groupes antigkniques a 0 .lp (en fonction de la nature chimique de leurs antigsnes pariktaux. 
en particulier du lipopolysaccharide (LPS), eta identifier plus de 2 800 dotypes diffe'rents (en secherchant les antig&- 
nes flagellaires KHH). 
Ces sirotypes ont eu le statut d'esees.  Un nom usuel ( & i t  alors en italique) leur a dtt atuibud : 

- parfois en fonction de la nature du syndrome associ4 h leut action : ainsi, S, vphi,  S. paratyphi A, B et C sont les 
agents des fitvres typhdide et paratypho'ides ; S, typhimurium a 6tk isoli pour la premiere fois de souris moms 
d'un syndrome typholdique, S. abortus ovis a dtd mise en evidence h la suite de l'avortement d'une brebis,. . 

- plus frkquemment, en relation avec le nom de la vilIe dans laquelle ils ont dtd iso16 pour la premi&re fois : 
Iondon, heidelberg, panama, dub fin, montevideo, newport.. . 

- quelquefois, il s'agit du nom du microbiologiste I'ayant ddcouverte (wirckow). 
Les etudes ginitiques Cvaluant la parent6 gknomique entre les souches (par dinaturation des ADN, dtude des 5% de 
recornbinaison et dCtemination de la stabilite thermique des recombinants) ont rnodifii ces donnies. I1 a tti dtabli que 
toutes les souches connues pouvaient Etre rassemblks en deux espkces : S. enierica et S. hongori. Au sein de I'espke 
enterica, ces etudes genttiques ont pemis d'individualiser six sous-espkces : enterica (I), salamw (111, aritonae (IIIa), 
diarizanae (ITIb), houtenae {IV) et indica (V). 
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+ : 90 % ou plus de dsultats positifs. 

Tableau 1 - Caractkres distinctifs des espkces et sous-espkces de Salmonella 

Selon les etudes du CNEVA, 9 8 3  % des souches isolCes appartiennent a l'espkce enterica subsp enterica (I). 
La dknomination des diffkrents sCrotypes dCcoule des indications du nouveau code de nomenclature. Ainsi, le skrotype 
Montevideo doit s'kcrire : Salmonella enterica subsp enterica ser Montevideo. Les skrotypes n'ayant plus statut d'es- 
pbces ne s'kcrivent plus en italique, la prernikre lettre de leur nom est une majuscule. Cette dknomination posant, du fait 
de sa complexitk, des problbmes en pratique courante, une nomenclature abrCgke est admise pour les sCrotypes de la 
sous-espbce enterica. Ainsi peut-on Ccrire : Salmonella ser Montevideo, voire Salmonella Montevideo. 
Les Salmonella correspondant aux autres sous-espkces ou a l'espkce bongori sont associkes a leur formule antigenique. 

Nous avons adopte pour la nomenclature des Salmonella celle proposte par Le Minor et Popoff. 
Cependant, cette nomenclature est encore discutke. 

1.1.2. Salmonella et toxi-infections alimentaires 
Les salmonelloses peuvent Ctre classies en deux catkgories : 

- les fikvres typhoide et paratyphoi'des, dues a des skrovars strictement humains : Salmonella Typhi, S. Paratyphi A, 
et, a un degrk moindre, S. Paratyphi B. 
La transmission est essentiellement interhumaine et se fait par l'eau et les aliments souillks ; 

- les toxi-infections alimentaires et gastro-entkrites du nourrisson, dues a des skrovars ubiquitaires, donc pouvant 
transiter chez 1' homme et chez l'animal. C'est cet aspect de la pathologie des Salmonella que nous dkveloppons, 
bien que les aliments puissent Ctre aussi incriminCs dans les salmonelloses << majeures D. 

1.1.2.1. Syrnptomatologie des salmonelloses 
La fikvre typhoi'de associe, en pkriode d'ktat, la diarrhke, des taches cutanCes rosCes et lenticulaires, une fikvre en 
plateau a 40 "C, (le tuphos). Des complications sont possibles avec hkmorragies et perforations intestinales. 
Les gastro-ententes Salmonella donnent une symptomatologie beaucoup moins grave que les fievres typhoides. Les signes 
cl i~ques apparaissent gtnkralement 24 a 48 heures aprks l'ingestion de l'aliment contamink. CCphalQs, frissons, douleurs 
abdominales sont rapidement associks a de la fibvre et de la dian-hk, parfois des vomissements. La gukrison est de rkgle, en 
gCnCral en quelques jours. Cependant, chez les sujets irnmunodkprimks, les vieillards et les enfants, la maladie peut se 
compliquer par une septickmie. Ce phknombne est aussi observC, chez des sujets prisentant une irnrnunitk normale, avec des 
souches dont le pouvoir pathogbne est exceptionnellement ClevC ; il est alors a relier a 1' acquisition d'un plasmide. 

1.1 2.2.  fipid6miologie 
Incidence 

Dans les pays industrialisis, le nombre de salmonelloses dues aux skrotypes strictement humains (fikvres typhoide et 
parathyphoi'des) diminue rkgulibrement. La plupart des cas sont, aujourd'hui, importe's des pays a forte endCmicitC. Au 
contraire, le nombre des toxi-infections dues aux skrotypes ubiquitaires est en augmentation rCgulibre. 



Selon les ddclarations recueillies par les DDASS et les DSV, les Salmnella furent responsables, en 1994, de 68 1 des 
foyers de TIAC pour lesquels un agent causal avait kt& identifik. 
La plupart des souches isolBes appartiennent aux groupes 0 : 4 , 0  : 7 , 0  : 8 , 0  : 9 , 0  : 3,10,O : 1,3,19 et 0 : 13. La 
majoritd des TIAC h Salmonella est due un petit nombre de sdmtypes dont I'incidence annuelle pdsente d'importan- 
tes et impdvisibles fluctuations. Certains skrotypes sont permanents : Typhimuriurn (14 % des salmonelloses en 1994), 
Enteritidis (65 % en 1993). D'autres sdrotypes (dcemment S. Virchow, S. Newport, S. Derby) emergent puis reps -  
sent, leur tvolution chez I'animal prkidant leur apparition en pathologie humaine. 

Rdservoir 
Le dservoir de Salmonella ubiquitaires est essentiellement animal. La plupart des animaux d'tlevage peuvent hdberger 
des Salmonella dans leur tube digestif : 

- soit du fait d'une maladie dont les signes cliniques sont aisCment reNrables (entkrite, avortement), c'est le cas 
des bovins, des ovins et du cheval, quelquefois des volailles ; 

- soit du fait d'un portage asymptomatique, ckest le cas des volailles et du porc. Ce portage se mduit par une 
excrdtion intermittente des Salmnella pdsentes dms le tube digestif, rnais aussi par leur pre'sence possible dans 
les monocytes et les rnacrophages de I'anirnal. 

Les dkjections de ces animaux souillent I'environnement, contaminent leur eau de boisson et leurs aliments. Ainsi se 
ddveloppent. dans les dlevages intensifs, des t'pidkmies dont le skrovas responsable apparait souvent, avec un certain 
aalage,  en pathologie humaine. 
Le rdservoir humain est constitui par les porteurs sains et les malades. Son rBIe n'est pas negligeable car les contami- 
nations d'aliments sont souvent le fait de leur manipulation par des prteurs sains asymptomatiques. 

Nature des aliments contaminb 
Toutes les denrdes animales peuvent &re vectrices de salmonelloses. Cependant, les aufs et les ovoproduits jouent un 
rGle pddominant puisqu'ils furent A I'origine de 35 5% des TlAC h Salmonella en 1993. Les autres aliments mis en 
cause sont les viandes et Its volailles (18 81, les pissons et les fruits de mer (13 %), le lait et les produits laitiers 
(10,3 %), les produits rnixres (20 0). 

Modalirb de la trammission A 1Humme 
La contamination des aliments est, directement ou indirectement, li& un contact avec les excdments d'animaux, ou 
ZI un milieu souillt Farces matiires. Elle peut etre aussi le fait de porteurs sains hurnains : 5 % de la population h h r g e  
des Salmonella dans les voies biliaires et les elimine dans ses rnatihs fdcales. Elle est paucimicrobienne : seule une 
multiplication des Salmonella dans l'aliment peut &tre h l'origine d'une diarrhk aigue, Cette multiplication se produit 
h 1-asion de fautes commises sur la chaine alirnentaire, en g&n&ral une rupture de la chaine du froid. 
Les sujets dont l'aciditd gastrique est dduite (trh jeune enfant, vieillad, sujets gasvectomisis) sont plus &eptifs ; les 
salmonelles franchissent alms plus facilement l'estomac et de trks faibles doses peuvent Etre sufisantes. 
Des toxi-infections causBes par I'ingestion de &s faibles doses de SalmoncIla ant aussi hi signal& chez des sujets 
mentant  une activite gastrique norrnale. Ce ph&nom&ne reste exceptionnel et s'explique par la nature de l'aliment qui 
permet de pmtkger la bacterie lors de la traverge de l'estomac (aliments riches en lipides, par exemple). 

L'invasion de la muqueuse intestinale par les Salmonella requiert l'adhtsion des bactkries i des rhpteurs cellulaires 
sp5cifiques. Un des sites de I'adhCsion est le dcepteur cellulaire i I'EGF (epithelial growth factor). La fixation des 
SalmowIla sur ce rhpteur active une protAne-kinase, la phosphorylase A2, et ddclenche ainsi une drie de Sactions 
aboutissant au remaniernent du cytosquelette. On note le gonflement des microvillositds, une vacuole d'endacytose se 
fome, les Salmonella sBy multiplient. La vacuole migre vers la membrane latkrobasale et est expulsCe de la cellule. Les 
bactdries sont prises en charge par les macrophages des follicules lyrnphdjdes et des ganglions mCsent6riques. Si elles 
sont dlirninks, I'infection reste localisde et n'atteint pa5 le stade de la septice'mie (coproculture positive et hCrnoculture 
n6gative). Dans le cas inverse, les Salmonella sont &vedes dans le sang et sont responsables d'un tpiscide septicCmique 
(coproculture et h15-noculture positives). 

1.2.1. ClassXcation et nomenclature 
LRS Shigella appartiennent ?t la farnille des Enterobacreriaceae. GCnCtiquement, ce sont &s E. coli u ddgdndis *. Leur 
identification est forternent orient& par leur immobilit6 et par leur inertie biochimique. Ils ne fernentent pas le lactose, 
ne posshknt ni urhse, ni TDA, ai LDC, ne produisent pas d'H,S, d'acdto'ine, ne se developpent pas sur le milieu au 
citrate de Simmons, sont agazoghes. LRs quelques caracthes positifs varient selon les espBces et pennettent de les 
identifier (Tableau 2). 
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Tableau 2 - Caracdres distinctifs des Shigeh 

Shigella dvsenteriae 

Shigella jlexneri 

Shigella boydii 

Shigella sonnei 

L'identification des espkces peut Ctre facilitte en faisant appel aux immunskrums commercialisCs. 

1.2.2. SbigeIkz et toxi-infections alimentaires 

+ : 90 % ou plus de risultatr positifs. 
- : 90 % ou plus de risultat\ nigatifs. 
d : risultat< diffirents suivar~t  les sirovars dr  la sous-esp&ce considerer. 

ONPG 
hydrolase 
- ou + 

- 
- 
d 

1.2.2.1. Syrnptomatologie des shigelloses 
Shigella dysenteriae est responsable de la dysenterie bacillaire, colite infectieuse se manifestant, en phase aigue, par 1'Cmis- 
sion de selles afkcales, souvent glaireuses et sanglantes, trks fr6quentes. La maladie s'accompagne de fikvre et de fortes 
douleurs abdominales. C'est la forme la plus dvkre des shigelloses, qui peut faire l'objet de complications sous la forme d'un 
syndrome hemolytique et urkmique. Elle skvit essentiellement dans les zones surpeupl&s dont l'hygiene est precaire. 
Les autres shigelloses ne prksentent pas le m&me caractkre de gravid. Les aspects cliniques sont identiques mais 
attCnuCs, la maladie est beaucoup plus bdnigne. 

1 2.2.2. ~ ~ i d ~ r n i o l o ~ i e  
Les Shigella sont responsables de 100 000 cas d'infections intestinales dans le monde. En France, les shigelloses 
reprksentent 1 % de ces infections (contre 23 % en Asie). 

Rtsemoir 
I1 est strictement humain. 

Nature des aliments contaminis et modalitis de  la transmission 1'Homme 
La contamination est rkalisCe par l'eau et les aliments contamine's par les selles de porteurs sains ou par de l'eau 
souillke. Le rksewoir Ctant strictement humain, la contamination est exclusivement oro-fkcale. La dose infectante est 
trks faible, de l'ordre de 10 2 100 bactdries. 

1.2.2.3. MCcanisrnes physiopathologiques 
Les Shigella possedent la propridtd d'adhkrer a la muqueuse intestinale et de provoquer leur internalisation. Ce sont des 
bactkries invasives qui se multiplient au sein des entkrocytes et perturbent leur fonctionnement. L'invasion reste limitee a 
la couche superficielle de 1'Cpithelium colique, du fait d'une forte rkaction inflammatoire responsable de 1'Climination des 
bactkries mais aussi d'ulckrations et de micro-abcks. La gravitt de l'infection a Shigella dysenteriae peut Ctre expliquCe 
par la production d'une toxine protkique cytolytique (toxine de Shiga), qui contribue a la destruction de la muqueuse. 

Mannitol 

- 

+ ou - 
+ 
+ 

1.3.1. Classification et nomenclature 
Au sein de la famille des Enterobacteriaceae, l'espkce Escherichia coli est identifiCe en pratique courante par les 
caractkres lactose+, indole+, urtase-, H,S-, TDA- , VP- et LDC+ (sauf exceptions). Certaines souches imrnobiles et 
agazogknes, parfois lactose-, ONPG hydrolase-, ont un profil biochimique proche de celui des Shigella. 
Les diffkrentes souches d'Escherichia coli sont identifikes avec prdcision en fonction de leurs caractkres antigeniques : 

- la nature de leurs antigknes somatiques 0 permet de les classer en ~Crogroupes : on en connait 17 1 diffkrents ; 
- les antigknes proteiques F constituant les pili sont Cgalement des ClCments d'identification intkressants des souches 

entkropathogknes (et uropathogenes) car ils correspondent aux structures d'adhksion aux enterocytes (ou a 1'kpithClium 
knal). Les antigknes F1, spkifiques de nombreux rkcepteurs membranaires comprenant du mannose, sont cornmuns 
a d'autres enterobacdries. Les polyosides de surface des Crythtocytes contenant du mannose, les souches F1, ont des 
propriCtCs hkmagglutinantes et sont identifiables par cette proprietk. Les autres antigknes F (F2 a F13) sont des s t~c tu -  
res d'adhdsion mannose inddpendantes et sont spdcifiques de rkepteurs portks par un seul type de cellules ; 

- les antigknes polyosidiques d'enveloppe K sont de type L, A ou B. On connait 80 antigenes K de type L, de 
sgcificite' differente. Enfin, la dttennination precise d'Escherichia coli peut faire appel aux antigknes flagellaires H 
dont 56 ont ete identifiCs. 

Indole 

d 
d 
d 
- 

ODC 

- 
- 

+ OU - 
+ 

Dulcitol 

- ou + 
- OU + 
-ou+ 

- 

Xylose 

d 

- OU + 
d 
- 

Rhamnose 

d 

d 

-OU + 
+ 
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Les souches responsables d'epidtmies sont caractCrisCes par une formule rassemblant l'ensemble des caractbres 
antigtniques qui sont dCtermints dans des laboratoires specialises. 

1.3.2. Escbericbia coli et infections intestinales 
Escherichia coli constitue la bacterie aero-anaerobie la mieux representee dans la flore commensale du c6lon. La 
plupart des souches sont donc depourvues de pouvoir enteropathogbne. Les infections intestinales BE. coli sont dues B 
certains serotypes disposant de plasmides leur conferant leurs propriCtCs entkropathogknes. Elles sont reparties en cinq 
pathovars pricipaux. 

1.3.2.1. Les EIEC (Escherichia coli entdro-invasifs) 
Ce sont des souches possedant des facteurs de virulence voisins de ceux identifies chez les Shigella. Elles sont respon- 
sables (comme les Shigella) de diarrhCes sanglantes et purulentes, d'aspect dysentCrique, avec fikvre. La dose mini- 
male infectante est voisine de 10' batteries. La maladie, peu frequente en Europe, touche principalement 1'Asie du 
Sud-Est et 1'Amtrique du Sud intertropicale. 

1.3.2.2. Les ETEC (Escherichia coli entdrotoxiques) 
Transmis par I'eau et les aliments contaminks, ils sont responsables de la turista (diarrhee du voyageur) et representent 
la principale cause de diarrhCe dans les pays en voie de developpement. Le mecanisme du pouvoir pathogbne est bien 
connu et peut &tre decomposC en quatre Btapes : 

a l e s  ETEC se fixent aux enterocytes par leurs antigbnes F (pili F2 et F3, encore appeles facteurs de colonisation ou 
CFA : Colorlisation Factor Antigen). L'adhdsion est mannose dependante, les ETEC ont donc des propriCt6s 
hemagglutinantes ; 

Qla fixation B l'enterocyte provoque la liberation de deux types de toxines (les toxines thermolabiles LTI et LT2 et la 
toxine thermostable ST). La toxine LT se fixe par sa sous-unite B sur un recepteur spkcifique de nature gangliosidique ; 
a la fixation de la sous-unit6 B crke les conditions de la pCnCtration de la sous-unite A dans I'enttrocyte ; 
@la sous-unite A exerce son action en stimulant I'adCnyl-cyclase, donc la production d'AMPc, et par voie de 

consequence la sCcretion de l'eau et des ions mintraux. 
La toxine ST agit par un mCcanisme voisin en stimulant la production de GMPc. 

Fig. 1 - Mecanisme physiopathologique des diarrhees engendrees par les ETEC 
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1.3.2.3. Les EHEC (Escherichia coli entirohCmorragiques) 
Ils correspondent P quelques strotypes particuliers, le plus frtquent ttant 0157 : H7. 
Transmis principalement par la viande contaminke, ils sont responsables d'une diarrhee sanglante, non purulente et 
non ftbrile (donc d'aspect diffkrent des diarrhkes dues aux EIEC et aux EPEC). La diarrhCe est souvent associie, chez 
les jeunes enfants et les personnes Pgees, P un syndrome hemolytique avec insuffisance rknale. Leur incidence est 
tlevte aux ~ t a t s - ~ n i s  et, rkcernrnent, au Japon, oil les EHEC ont t t t  mis en cause de janvier ?i aoOt 1996 dans plus de 
10 000 cas de toxi-infections et ont kt6 responsables de 1 1 dtcbs. 
Leur pouvoir pathogene est caractkrisk par leur capacitk P adhtrer aux enterocytes de l'ilkon distal et P secdter une 
toxine Shigella-like (encore appelke vkrotoxine du fait de son action sur les cellules VCro en culture). 

1.3.2.4. Les EPEC (Escherichia coli entkropathogknes) 
Jadis responsables d'epidemies dans les crbches et les services de pkdiatrie, les diarrhees P EPEC ont pratiquement 
disparu aujourd'hui en Europe. Les EPEC restent responsables d'infections intestinales dans les pays en voie de dCve- 
loppement. La diarrhte est aqueuse, non purulente, non sanguinolente, avec un mucus abondant. Elle s'accompagne 
frtquemment de fibvre et de vomissements. 
Le pouvoir pathogbne des EPEC est conditionne par un facteur d'adhksion aux enttrocytes : I'EAF (EPEC Adhe'rence 
Factor). Les EPEC s'attachent P la bordure en brosse des microvillositks sur laquelle ils foment des microcolonies du 
fait de l'agrkgation de leurs cellules par leurs pili. Cette adhtsion est suivie par un effacement des microvillosit~s sous 
I'action d'une protkine : l'intimine. L'aspect et les contours de la membrane entkrocytaire sont donc profondement 
modifies. 

1.3.2.5. Les Escherichia coli entdroagrdgatifs 
Proches des EPEC, ils s'en distinguent par la persistance de la diarrhte et la dcrktion d'une entkrotoxine themostable 
diffkrente de la toxine LT des ETEC. 

1.4. Yersinia 

1.4.1. Classification et nomenclature 
Au sein de la famille des Enterobacteriaceae, le genre Yersinia est identifit en pratique courante par l'observation de 
bacilles de petite taille dont la mobilite depend de la temperature (+ ?i 25 OC, - P 37 "C), qui foment de petites colonies 
translucides (moins de Imm de diambtre), lactose-, ONPG+, urkase+, agazogbnes. 
Le genre Yersinia comprend plusieurs especes dont trois sont pathogbnes : Yersinia pestis, agent de la peste, Yersinia 
pseudotuberculosis et Yersinia enterocolitica responsables de sympt6mes voisins mais dont l'origine alimentaire n'est 
dtmontree et admise que pour Yersinia enterocolitica. 
L'identification est conduite P partir du milieu d'isolement sklectif (milieu CIN). Les problemes de diagnostic diffkren- 
tie1 ne se posent gubre qu'entre les Yersinia pathogenes et Serratia, Enterobacter, Citrobacter, Providencia rettgeri qui 
peuvent donner des colonies d'aspect voisin, bien que de taille en gknkral plus importante. Dans ces conditions, Yersinia 
enterocolitica peut Etre identifite selon les indications du tableau ci-dessous : 

Tableau 3 - Caractkres &identification de I'espkce Yersinia enterocolitica 

Seule l'espece Yersinia enterocolitica est impliquke dans des infections intestinales d'origine alimentaire. I1 a etk dt- 
crit, pour cette espece, 36 antigenes somatiques 0 et 19 antigenes flagellaires, pemettant d'identifier 60 skrotypes 
(seul l'antigbne 0 est, en gkneral, mentionne). I1 existe Cgalement plusieurs biogroupes de Yersinia enterocolitica. 
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Tableau 4 - Caractbres &identification des biogroupes de YPrsinia enterocolirica 

Pyrazinamidase 
Inositol 

Rtduction des nitrates 

1.4.2. Yersinia enterocolitica et infections intestinales 

1.4.2.1. Symptomatologie 
Les yersinioses peuvent prtsenter un ou plusieurs des tableaux cliniques suivants : 

- entkrocolite : diarrhte invasive, glairo-sanglante, avec une fikvre modtrte et des douleurs coliques. Elle survient 
i tout 5ge mais prtdomine chez le jeune enfant. 

- adtnite mtsentkrique : elle donne un syndrome pseudo-appendiculaire avec douleur i la fosse iliaque droite, 
diarrhte et fikvre. 

- septictmie : elle survient, gtnkralement, sur des terrains particuliers : diabkte, thalasstmie, surcharge ferrique. 

1.4.2.2. ~ ~ i d ~ m i o l o ~ i e  
Yersinia enterocolitica est un germe tellurique et peut, de ce fait, contaminer un grand nombre d'aliments. ConsommCs 
crus et insufisamment lavts, les ltgumes constituent la principale source de contamination chez l'homme (par ordre 
dtcroissant : la carotte, la tomate, les salades et les betteraves). Parmi les aliments d'origine animale, le lait et ses 
dtrivts (crkme, glace, pgtisserie, mais non le fromage) contiennent frtquemment Yersinia enterocolitica. Les viandes 
et charcuteries contarnintes par l'environnement ou par des porteurs peuvent Cgalement vthiculer Yersinia enterocolitica. 

+ 
+ 
+ 

Bien que Yersinia enterocolitica soit connue depuis longtemps, les toxi-infections dont elle est responsable sont d'ap- 
parition rtcente. En 1963, au Danemark, la premikre souche est isolke de selles humaines diarrhtiques. La France est 
touchte B partir de 1967. Depuis cette date, le nombre de cas croit exponentiellement. 
Cette progression peut s'expliquer : 

- par la gtntralisation de la pratique de la rkfrigtration. I: enterocolitica est une bacttrie psychrotrophe, sa crois- 
sance est seulement ralentie i + 4 "C, alors que celle de la plupart des autres bacttries pathogknes est arrEtCe ; 

- par 1'Cvolution de nos habitudes alimentaires, en particulier l'augmentation de la consommation de ltgumes crus 
tant en restauration familiale que scolaire ou collective. Or, nous l'avons vu, ce sont les aliments les plus frt- 
quernment contaminks par I: enterocolitica. 

On considkre aujourd'hui que les souches devraient, pour acqutrir un pouvoir entkropathogkne, avoir dkji parasitt 
I'homme sous forme d'une infection non intestinale. Ainsi, il existe des souches adapttes qui sont enttropathogknes et 
des souches en voie d'adaptation. Cela explique que seuls certains strotypes soient incrimints dans des diarrhtes 
aigues (03 et 09) et que de nouveaux strotypes enttropathogknes soient rtgulikrement dtcouverts (05,08,013). 

1.4.2.3. MCcanismes physiopathologiques 
Les Yersinia ptnktrent au niveau des cellules M recouvrant les plaques de Peyer. Leur internalisation est like i l'action 
d'une invasine capable de se lier aux binttgrines cellulaires. I1 en rksulte une modification du cytosquelette permettant 
la ptnCtration de Yersinia. Les enttrocytes sont dktruits par l'action d'une strie de protkines codkes par un plasmide de 
virulence. Habituellement, les Yersinia sont tlimintes par la rtaction inflammatoire : I'infection s'arrCte i ce stade et 
s'installe alors une entCrocolite ltsionnelle avec atteinte des plaques de Peyer. Plus rarement, l'infection s'Ctend, gagne 
les formations lympholdes et donne une adtnite misenterique. A partir des ganglions, Yersinia enterocolitica peut 
gagner le sang et engendrer des formes septictmiques. 
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1.5. Vibrionaceae et Aeromonaddceae 

1.5.1. Classification et nomenclature 
Ces batteries correspondent a l'ancienne famille des Vibrionaceae, dCfinie par VCron en 1965. Ce sont des bacilles 
Gram-, droits ou incurve's, cultivant bien sur les milieux ordinaires, non sporulants, aero-anakrobies facultatifs, fer- 
mentant le glucose et oxydase+. 
Parmi les bacilles Gram nCgatif non exigeants, ces bactiries se distinguent des Pseudomonas et genres apparentes par 
leur type respiratoire (les Pseudomonas sont aerobies stricts) et des entkrobacteries par leur caractkre oxydase +. 
Au sein des familles des Vibrionaceae et des Aeromonadaceae, trois genres comprennent des bactkries entkropathogknes, 
les genres Vibrio, Aeromonas et Plesiomonas dont les critkres d'identification sont prksentes dans le tableau ci-dessous. 

Tableau 5 - Caractkres diffkrentiels des genres Vibrio, Aeromonas, Phsiomonas 

Seule une Ctude biochimique dCtaillCe permet de diffkrencier de faqon precise les espkces constituant le genre Vibrio. 
On utilise les critkres fournis par le tableau de caractkres suivant : 

V : variable selon les souches. I 
Tableau 6 - Critkres d'identification des Vibrio 

ONPG 
Oxydase 
Nitrate rkductase 
Croissance en 
absence de NaCl 

Croissance avec 1 % 
de NaCl 

1.5.2. Vibrions et infections d'origine alimentaire 
Les espkces, appartenant au genre Vibrio, dont le pouvoir entkropathogkne est reconnu sont : Vibrio cholerae 0 1  et 
0139, Vibrioparahaemolyticus, Vibriofluvialis, Vibrio hollisae. Parmi les genres, Aeromonas et Plesiomonas, Aeromonas 
hydrophila, Aeromonas veronii, Aeromonas caviae, Plesiomonas shigelloides peuvent &me impliquks, bien que rare- 
ment, dans des toxi-infections alimentaires. 
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1.5.2.1. Vibrio cholerae 
Vibrio chokrae 0 1 

11s correspondent aux vibrions agglutinks dans le strum 0 1  et reprksentent l'agent du cholkra. On distingue classique- 
ment deux biotypes : Vibrio cholerae cholerae et el tor. 
Le cholCra est une affection strictement humaine, a transmission essentiellement interhumaine par les vomissements, 
les selles des malades, les eaux et les aliments contarninCs. I1 se manifeste, sous sa forme la plus grave, par une diarrhCe 
profuse devenant assez rapidement aqueuse, associte a des vomissements, de vives douleurs abdominales et une dts- 
hydratation intense des malades. La maladie peut Cvoluer de faqon moins alarmante : diarrhCe simple, ou mEme infec- 
tion bCnigne asymptomatique. 
Vibrio cholerae 0 1  agit principalement par la production, au niveau de l'entkrocyte, de deux ente'rotoxines (toxines LT 
thermolabile et ST thermostable). La nature de ces toxines et leur mCcanisme d'action sont voisins de ceux dCcrits 
prCcCdemment pour les ETEC. 
La dose infectante est de 10' a lo9 bactCries ; elle peut &tre moins importante dans tous les cas ou l'aciditk gastrique 
est diminuCe : vieillards, nourrissons, sujets en Ctat de dknutrition. .. AssociCe a de l'hydroge'nocarbonate, une dose 
de 103 bactCries s'est avCrCe suffisante pour dCclencher un choltra chez des volontaires. 597 000 cas de cholCra ont 
CtC dCclarCs dans le monde en 1991 ; ils touchent principalement 1'AmCrique du Sud (391 190 cas), 1'Afrique (153 
367 cas) et 1'Asie du Sud-Est. L'Europe est peu touchCe (3 16 cas dont 270 en Roumanie et 46 en Russie) ; les seuls 
cas de cholCra dCclarCs en Europe occidentale sont importCs de pays a forte endCmie. 

Vibrio cholerae non 0 1 
Des cas de cholCra ou de syndromes voisins dus a des souches de Vibrio cholerae non 01 (02 0139) ont CtC rtcem- 
ment signal&, leur incidence est en progression. Ces bactCries, contrairement aux souches 01,  sont frCquemment 
isolkes de l'environnement, en particulier de l'eau de mer, ainsi que de divers produits de lamer. 11s ont CtC quelquefois 
isoles de la flore intestinale humaine. Une Cpidtmie imputte a Vibrio cholerae 0139 a CtC constatCe au Bengladesh, oh 
il a cause le deces de 25,8 % des malades. Cependant, ces bactkries sont, plus frkquemment, mises en cause dans des 
diarrhCes aigds de type entCro-invasif avec prksence de sang et de pus dans les selles. 

Vibrio parahaemolyticus 
Vihrioparahaemolyticus fait partie de la flore des eaux c8tieres et des animaux marins : mollusques bivalves, poissons, 
crustacds. I1 est mis en cause dans des cas de gastro-enttrites consCcutives 5 l'ingestion de produits de la mer contami- 
nes, crus ou peu cuits. Trbs sensible A I'action de la tempkrature, il ne peut Ctre transmis que par des aliments dont le 
degrC de cuisson est insuffisant. C'est un des agents les plus frdquents de toxi-infections au Japon (du fait, probable- 
ment, des traditions culinaires de ce pays). Les toxi-infections a Vibrio parahaemolyticus ont une incidence non nCgli- 
geable dans tous les pays de 1'Asie du Sud-Est et en Afrique. Elles sont moins frkquentes en Europe. 
La diarrhCe est aqueuse, elle peut Etre associCe A des vomissements et 2 une fievre modCrCe. 
Parmi les souches de Vibrio parahaemolyticus, certaines semblent &tre beaucoup plus entCropathogknes que d'autres. 
Elles sont identifikes par leur aptitude A he'molyser les hCmaties humaines et celles de lapin sur un milieu particulier : 
le milieu de Wagatsuma. La production de cette hCmolysine est dCmontrCe pour 95 % des souches isolCes de toxi- 
infections, elle est corrklee avec la production d'une toxine de type cholCrique (ou ETEC) LT. 

1.5.2.2. Autres vibrions entdropathogknes 
Vibrio mimicus (qui est, par ses caractkres phCnotypiques, un variant de Vibrio cholerae, et peut Ztre recherchC avec les 
V cholerae non Ol), VibriojTuvialis et Vibrio hollisae ont CtC mis en cause dans des gastro-entCrites entCro-invasives. 
Leur incidence est nettement moindre que celle des vibrions Ctudits prCcCdemment. 

1.6. Campylobacter 

1.6.1. Place dans la classification 
De forme incurvCe et mobiles par ciliation polaire, ces bactCries furent clasdes, dans un premier temps, avec les 
vibrions. En fait, elles different des vibrions par leurs caractbres mttaboliques (elles ne fermentent pas les glucides et 
sont micro-aCrophiles) et par leur G + C % qui est compris entre 29 et 35 %. C'est pourquoi, Sebald et VCron proposk- 
rent de les classer dans un genre nouveau : Campylobacter, inclus aujourd'hui, avec les genres Helicobacter et Arcobacter, 
dans le groupe des << bacilles 2 Gram-, atrobies ou micro-akrophiles, mobiles, de forme he'licoldale, vibro'ide D au sein 
de la famille des Campylobacteraceae. Quinze espbces et sous-especes sont rCpertoriCes. 

1.6.2. Campylobdcter et toxi-infections alimentaires 
Deux espbces sont concernCes : C. jejuni et C. coli, la premiere Ctant de loin la plus frCquente et repre'sentant 99 % 
des campylobactCrioses. C. jejuni est actuellement reconnu comme la cause la plus frCquente de diarrhte dans le 
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rnonde. Aux ~ t a t s - ~ n i s  et en Grande-Bretagne, C, jejuni est isolk. tous 2ges confondus, deux fois plus frequemment 
que Salmonella et 4,5 fois plus que Shigella, dans les etablissernents qui en pratiquent systematiqueinent la recher- 
che sur les selles diarrhkiques. Sur 21 pays disposant d'un rkseau de surveillance, 12 isolent plus frkquemment 
Campylohacter que Salmonella. 

1.6.2.1. Symptomatologie des campylobactdrioses 
L'infection C. jejuni est moins alarmante que celle i Salmonella. Aprbs une pkriode d'incubation de 2 B 5 jours, elle 
se manifeste par une diarrhee aigue et aqueuse, sanglante dans la moitii des cas, avec fibvre et douleurs abdominales. 
Le retour a la normale s'effectue en 5 2 7 jours. Les complications sont rares : selon une Ctude conduite aux ~tats-unis  
pendant la pkriode 1982-1 989, les infections intestinales 2 Crimpylohacter sont associkes B un tpisode septickmique 
dans 0,3 % des cas seulement (pour cornparaison : 3 % avec les Salmonella dans la m&me Ctude). 
Les cas de dkcbs sont exceptionnels. Les infections asymptomatiques sont nombreuses. 

1.6.2.2. ~ ~ i d d m i o l o ~ i e  
Nature des aliments contaminks 

C. jejuni est responsable d'kpidkrnies (assez peu frkquentes) qui sont presque toujours dues ii l'ingestion de lait cru 
ou 2 l'absorption d'eau non potable. Les m&mes skrotypes ont pu Ctre isolCs des selles des malades et du lait et de la 
flore intestinale des vaches ayant produit le lait incrimink. Dans la plupart des cas, C. jejuni est la cause d'infections 
sporadiques k caractbre familial qui ont pu &tre relikes 2 l'ingestion de volailles (poulet essentiellement) ma1 cuites 
(cuisson type barbecue) ou recontaminkes aprks cuisson, ou encore de viandes peu cuites. Le r61e de la volaille a pu 
&tre affirme, comrne pour le lait cru, par la concordance des skrotypes isolks des selles de malades et des carcasses 
contaminkes. 

Le rCsemoir 
On trouve C. jejuni : 
- presque constamment dans la flore intestinale (en particulier dans le caecum) des volailles et de nombreuses espbces 

d'oiseaux, en concentration de 1 O6 a 107/g, sans que ces animaux ne prksentent de pathologie observable ; 
- fre'quemment dans l'intestin d'animaux d'e'levage (bovins, caprins) et de cornpagnie (chiens, chats). 
Le rCservoir de C. coli est l'intestin du porc. 

ModalitCs de la transmission ?I I'homme 
Les carcasses de volailles sont, le plus souvent, contamine'es par le contenu intestinal de l'animal lors & son Cvisckration. Les 
concentrations microbiennes sont generalement de 105 ?I lo6 rnicroorganismes par gramrne de viande. C. jejuni resiste mal it 
la desiccation et 2 l'exposition i I'air (il est micro-aerophile). 11 est detruit par la cuisson et ne se multiplie pas dans l'aliment 
(contrairernent aux autres agents de TIA). Ceci explique que seuls des aliments assez fortement contaminks (> 1@/g) et 
soumis B une cuisson insuffisante (poulet) ou consommes crus (lait, viande) puissent Ctre a l'origine de campylobactkrioses. 
Cependant, la dose infectante peut &tre faible (quelques centaines de bactkries), d'ou la frequence des infections. 

1.7.1. Classification et nomenclature 
Les Listeria sont de petits coccobacilles Gram +, isolks ou en courtes chainettes, mobiles ii 20-25 "C par quelques 
flagelles pkritriches, asporulks, akro-anaerobies facultatifs, catalase+, oxydase-. 
Observke pour la prernibre fois en 1926, Listeria monocytogenes fut, jusqu'en 1948, la seule espbce dCcrite. On a 
identifik, aujourd'hui, par hybridation ADNIADN et sequenqage des ARN 16S, six espbces (l'espkce denitrificans 
ktant considCrCe comme un nouveau genre, le genre Jonesia). Ces espbces sont distinguCes par les caractbres suivants : 

Tableau 7 - Caracthres diffbrentiels des 6 espkes de Listeria 

L. monocytogenes 

L. innocua 

L. ivanovii 
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Parmi ces six espèces, deux seulement sont pathogènes : Listeria monocytogenes (homme et animaux) et Listeria 
ivanovii (caprins et bovins). Les souches de Listeria isolées dans les produits alimentaires appartiennent, par ordre 
décroissant, aux espèces : L. monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri, L. welshittieri et L. ivanovii. 

1.7.2. Listeria et toxi-infections alimentaires 

1.7.2.1. Symptomatologie des listérioses 
La listériose humaine est due, de façon exclusive, à Listeria monocytogenes. 

La listériose fœto-maternelle 
Bénigne chez la mère (pharyngite, fièvre. myalgies), la listériose est une affection grave pour le fœtus. L'infection par 
Listeria monocytogenes peut entraîner l'avortement si elle se développe avant le 3' trimestre de la grossesse. Après ce 
stade, un accouchement prématuré est observé et l'infection peut prendre une des deux formes suivantes : 

- une forme septicémique précoce (dans les premiers jours de la vie), associée fréquemment à une méningite, avec 
20 à 50 % de mortalité et des séquelles neurologiques fréquentes ; 

- une forme méningée plus tardive qui est de meilleur pronostic. 

La listériose de l'adulte 
Elle atteint, le plus souvent, les personnes âgées ou immunodéprimées. Cependant, 30 à 50 % des malades ne sont pas 
immunodéprimés. La maladie se présente généralement sous la forme d'une méningite, plus rarement d'une encépha- 
lite ou d'abcès cérébraux isolés. On connaît des formes localisées, oculaires et cutanées, ainsi que des formes inapparentes 
ou pseudogrippales. 

Incidence 
La listériose est une maladie peu fréquente (elle représentait, en 1986, 14,7 cas par million d'habitants en France), mais 
grave (le taux de mortalité varie entre 25 et 30 %). 

Réservoir 
Les Listeria sont des bactéries ubiquitaires, très répandues dans l'environnement (sol, végétaux, eaux de rivière, eaux 
d'égout, eaux salées). Elles persistent en effet plusieurs années à + 4 OC dans le milieu extérieur. On considère aujourd'hui 
que leur réservoir est essentiellement terrestre. Ce sont aussi des hôtes des êtres vivants : Listeria monoqtogenes a été 
isolée d'une cinquantaine d'animaux, qu'il s'agisse d'une infection ou d'un portage intestinal. Ce portage existe aussi 
chez l'homme ; il est plus important au sein du personnel des abattoirs. 

Nature des aliments contaminés 
De nombreux aliments sont fréquemment contaminés. Selon différentes études, Listeria monocytogenes contaminerait 
86 % des viandes fraîches, 45 % des laits crus, 32 % des produits de charcuterie crue, 21 % des légumes, 10 % des 
fromages, 2,5 % des produits laitiers. On a également retrouvé L. monocytogenes dans les produits de la mer, les 
salades et les champignons. 
La pasteurisation du lait ramène le nombre de L. monocytogeries à des niveaux ne présentant plus de risque pour la 
santé humaine. La contamination des fromages, plus importante au niveau de la croûte, est, en fait, imputable aux 
manipulations de la pâte lors de l'affinage. 

Modalités de la transmission à i'homme 
L'infection à Listeria monocytogenes est commune à l'homme et aux animaux. Les animaux sont contaminés à 
partir du sol. Le rôle des ensilages semble important (10 % des ensilages contiendrait des Listeria). Les viandes sont 
ainsi contaminées, de même que le lait. Chez l'animal, Listeria monocytogenes est responsable de petites épidémies 
(encéphalites, infections génitales avec avortement, mammites dont le rôle dans la contamination du lait a été établi). 
L'hypothèse d'une transmission à l'homme par les aliments est aujourd'hui admise par tous. Depuis 198 1, de nom- 
breuses épidémies de listériose ont pu, en effet, être attribuées, sur la base d'enquêtes épidémiologiques, à la consom- 
mation d'aliments contaminés. La presse médicale anglo-saxonne continue de rapporter régulièrement des épidémies 
de listériose attribuées à une contamination d'origine alimentaire : fromages à pâte molle non pasteurisés, laitues crues 
préemballées, poulets vendus cuits en restauration rapide. 
En France, plusieurs épidémies de listériose ont été mises en relation avec la contamination d'aliments. En 1992,279 
cas ont été attribués à une seule souche : le sérotype 4b lysovar 2389/2425/3274/2671/147/108/340. Ce lysovar repré- 
sentait à lui seul 41,5 % de l'ensemble des listérioses recensées la même année. Dans le cadre d'une vaste enquête, 203 
aliments ont été identifiés comme contaminés par la souche épidémique, principalement des jambons, pâtés, produits 
en gelée, quelques fromages. L'analyse épidémiologique a pu identifier l'aliment responsable de l'épidémie : il s'agis- 
sait d'une langue de porc en gelée. En 1993, une autre épidémie due au même lysovar épidémique a pu être reliée à la 
consommation de rillettes. Plus récemment, en 1999, une épidémie due au sérotype 4 b lysovar 2389/3552/2425/1444/ 
3274/2671/47/52/108/340 a pu être reliée elle aussi à la consommation de rillettes. 
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1.7.2.3. MCcanismes physiopathologiques 
Les Listeria presentes dans la lurnibre de l'intestin pe'nktrent dans les macrophages et les monocytes a partir desquels 
elles peuvent envahir les entkrocytes. 
Plusieurs protkines constitutives de la bactkrie interviennent successivement pour expliquer le processus invasif : 

- l'intemaline, protkine de surface, commune a d'autres batteries ?I Gram positif, facilite l'adhtsion et provoque (par 
liaison avec les intkgrines cellulaires) des modifications du cytosquelette, entrainant la formation d'un phagosome ; 

- B l'intkrieur du phagosome, les Listeria subissent des conditions dkfavorables susceptibles d'entrainer leur des- 
truction : acidification par les pompes B protons, burst oxydatif. L'action d'une protCine cytolytique, la listCriolysine, 
associee B une phosphatidyl-inositol phospholipase conduit B leur liberation par Cclatement de la vCsicule. La 
survie de Listeria monocytogenes dkpend donc de la rapiditd d'action de ces substances ; 

- l'action d'une autre protkine, l'act A, provoque la polymCrisation de l'actine F en actine G autour de la bacte'rie, 
ce qui permet son dkplacement a l'inttrieur du phagocyte B une vitesse de lmm par seconde. Les Listeria peuvent 
ainsi envahir les cellules voisines et s'y multiplier. 

In vivo, les Listeria, parvenues dans l'intestin avec les aliments ingCrCs, pknktrent la paroi intestinale au niveau des 
plaques de Peyer (qui contiennent des macrophages). La propagation se fait ensuite vers les entkrocytes. Elles gagnent 
le chorion et ptnbtrent dans les vaisseaux afin d'atteindre les organes cibles privilkgies que sont le systkme nerveux 
central et le foie. 

1.8. Staphylococcus auveus 

1.8.1. Classification et nomenclature 
Les staphylocoques sont des coques Gram+, catalase+, akro-anakrobies, mktabolisant le glucose par la voie fermentative. 
L'identification du genre Staphylococcus peut 2tre aiskment rkalisCe en fonction des criteres suivants : 

Catalase 
Type respiratoire I Akro-anaerobie I Atrobie strict I Anatrobie atrotolkrant I Anatrobie atrotolkrant 

Staphylococcus 

+ 

Sensibilite a la nitrofurantohe I + 

Tableau 8 - Classification des cocci Gram+ 

Voie d'attaque du glucose 
- 

Culture sur BEA 

Les staphylocoques comprennent une vingtaine d'espkces. Staphvlococcu,~ aureus est I'espkce la plus frkquemrnent 

Micrococcus 
Lactococcus 

Pediococcus.. . 
+ 

F 

impliquke dans des infections d'origine alimentaire. I1 se distingue des autres espkces par la pigmentation jaine d'or de 
ses colonies, son aptitude a produire une coagulase libre active sur le plasma humain et celui de lapin, la possession de 

F F 

Sensibilitt la lysostaphine I + 

F : fermentatif 0 : oxydatif 

- 

rkcepteurs au fibrinogkne (clumping factor ou coagulase like) et celle d'une proteine A. 

Sheptococcus 

- 

0 

- 

L'identification du biotype peut &we intkressante pour connaitre l'origine humaine ou animale d'une contamination. 

Enterococcus 

- 

- 

Elle repose sur les critkres suivants : 

Biotype A I Biotype B ( Biotype C [ Biotype D 

- + 
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Coagulase sur plasma humain 
Coagulase sur plasma bovin 
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Fibrinolysine 
Prottine A 
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Tableau 9 - Critkres &identification des biotypes de Stapbylococm aureur 
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1.8.2. Staphylococczls a u r m  et toxi-infections alimentaires 

1.8.2.1. Syrnptomatologie de l'intoxination staphylococcique 
L'incubation est courte. Deux B quatre heures aprks l'ingestion de l'aliment contamind, apparaissent, de faqon brusque 
et violente, des cephalees, des douleurs abdominales, des nausees, des vomissements violents, incoercibles et rep6tCs 
(c'est le signe le plus caractdristique) et, gCnCralement, une diarrhee non sanglante et non purulente. 
I1 n'y a pas de fikvre. C'est une maladie courte mais Cprouvante. La guCrison est pourtant de rkgle dans les 24 heures 
bien que persiste pendant quelques jours une certaine fatigue. 

Incidence 
En 1994, l'intoxination staphylococcique reprksentait la troisikme cause de toxi-infections alimentaires en France avec 
60 foyers dtclares, provenant de cuisines de restaurants ou de cantines scolaires. De nombreux cas ne sont pas rCperto- 
riCs, en particulier en restauration familiale. 

RCsemoir 
Staphylococcus aureus est une bactCrie parasite de l'homme et des animaux. Le rCservoir humain est le plus important 
dans le cadre des TIAC : on considkre que 20 a 50 % des individus sont porteurs de Staphylococcus aureus au niveau 
des fosses nasales et de la gorge. La disskmination du germe explique sa prCsence frCquente sur la peau dont il fait 
partie de la flore commensale transitoire. Staphylococcus aureus est responsable d'infections cutanCes (furoncles, 
anthrax) qui sont frCquemment mises en cause dans la contamination d'aliments. 
Chez l'animal, il faut signaler le r61e des mammites dans la contamination du lait. 

Nature des aliments contaminks 
Les aliments en cause sont des produits cuits contarnine's aprks la cuisson : viandes, poissons, tranches de charcuterie, 
plats cuisines divers, crkmes glacCes et piitisseries, ou des aliments B faible Aw : salaisons, laits concentrds. laits en poudre. 
L'aliment ne devient toxique qu'aprks la multiplication des staphylocoques : des concentrations en bactkries de l'ordre de 
lo6 B 109/g doivent &tre realides, ce qui suppose le maintien de l'aliment trois 2 quatre heures B la tempCrature arnbiante. 

Modalitks de la transmission A I'homme 
La contamination de l'aliment peut &re originelle (laits de mammites) et concerne alors des biotypes animaux, mais 
elle rCsulte en gCnCral de la manipulation d'aliments par les porteurs sains, ou par des personnes atteintes d'une rhino- 
pharyngite B staphylocoques, ou de ltsions cutanCes suppurkes (furoncles, anthrax). La transmission est donc essentiel- 
lement manuportCe, plus exceptionnellement aCroportCe. 

1.8.2.3. MCcanismes physiopathologiques 
Une intoxination staphylococcique ne peut se dCvelopper que si les conditions suivantes sont rtunies : 

- la contamination, par une souche de Staphylococcus aureus productrice d'une entkrotoxine, d'un aliment dont la 
composition est propice au dCveloppement de ce germe et B la production de I'entCrotoxine. C'est le cas des 
aliments de pH voisin de la neutralitk, riches en prottines, et dont la flore associCe n'est pas inhibitrice ; 40 B 
60 % des souches isoltes des fosses nasales de porteurs sains produisent une entkrotoxine ; 

- des conditions favorables (tempkrature, temps d'exposition) B la multiplication de Staphylococcus aureus dans 
l'aliment. Des concentrations de l'ordre de lo6 B 109/g sont necessaires pour provoquer une TIAC ; 

- l'accumulation, dans l'aliment, d'une quantite suffisante d'enterotoxine. En effet, la toxine est seule responsable 
des manifestations cliniques observCes. 

Plusieurs types antigkniques diffkrents d'enterotoxine staphylococcique ont Ctt identifies : A, B, C 1, C2, C3, D, E, F et 
G. L'enttrotoxine A est responsable de 80 % des intoxinations dCclarCes. Elle rCsiste B l'acidite gastrique et 2 des 
traitements thermiques assez importants : 3 heures B 100 "C et 10 B 30 minutes B 120 "C. 
Ingtrte avec l'aliment, I'entCrotoxine posskde des propriCtCs essentiellement CmCtiques. 

1 .9. Bacillus cereus 

1.9.1. Position taxinomique 
Les bacgries du genre Bacillus sont des bacilles B Gram positif, sporogbes, mobiles par ciliature Nrimche, aCro-anakrobies 
ou drobies smcts, donnant une rkaction nCgative au test oxydase. Leur endospore leur confere une grande rksistance dans le 
milieu extirieur. Les bactkries du genre Bacillus sont classdes en trois groupes selon les caractkristiques de la spore : 

- I : spore ovale et non dCformante ; 
- I1 : spore ovale et diformante ; 
- I11 : spore ronde et dCformante. 

Les rCsultats des ttudes gCnCtiques confirment la pertinence de ce classement. 
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L'identification des espèces fait appel aux caractères biochimiques ; les critères sont donnés par le Tableau 10. 
Bacillus cereus est l'espèce la plus fréquemment rencontrée dans les toxi-infections alimentaires. Bacillus subtilis, 
Bacillus lichenlformis, Bacillus sphaericus ont été également incriminés dans des TIAC. 

Ana : C U ~ N E  en anaérob 1 : gélatinase ;LEC : ; ESC : esculinase ; 

Tableau 10 - Identification différentielle des principales espèces de Baciiius 

1.9.2. BaciZZza cereus et toxi-infections alimentaires 

1.9.2.1. Mécanismes physiopathologiques et symptomatologie 
Bacillus cereus sécrète, pendant la phase exponentielle de sa croissance, l'une des deux toxines suivantes : 

- une toxine émétique thermostable, responsable de vomissements ; 
- une toxine diarrhéigène thermolabile. 

11 existe des souches émétiques et des souches diarrhéigènes, les deux types pouvant coexister dans un même aliment. 

Une intoxication à Bacillus cereus peut donc se manifester sous deux formes : 
- un syndrome émétique avec nausées, vomissements qui surviennent une demi-heure à six heures après I'inges- 

tion de l'aliment et sont comparables à ceux provoqués par les staphylocoques entérotoxiques, violents et incoer- 
cibles ; 

- un syndrome diarrhéique avec apparition, après six à quinze heures d'incubation, de diarrhée aqueuse et de 
crampes abdominales sans fièvre. 

La guérison est rapide (24 heures). 

1.9.2.2. Épidémiologie 
Les intoxications à Bacillus cereus restent assez fréquentes dans certains pays : Danemark, Italie, Suède ; elles sont 
assez rares en France. 
Bacillus cereus est une bactérie du sol ; elle peut être présente, en petite quantité, dans la flore intestinale. Le riz 
préparé dans les restaurants orientaux est le principal aliment responsable des formes émétiques. En effet, Bacillus 
cereus se développe bien dans les aliments riches en polysaccharides, il peut contaminer le riz après sa cuisson et se 
multiplier lorsque l'aliment est laissé plusieurs heures à la température ambiante. Les traitements thermiques ultérieurs 
(grillade) sélectionnent la toxine émétique qui est thermostable. La toxine diarrhéigène a pu être mise en évidence dans 
des aliments plus variés : purée de pommes de terre, saucisses, plats cuisinés. 

1.1 O. Clostridium perjiiagens 

1.10.1. Position taxinomique 
Les bactéries du genre Clostridium sont des bacilles Gram positif, sporulés et anaérobies stricts. Elles peuvent tolérer 
de faibles pressions en dioxygène. 
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Parmi les Clostridium, l'espèceperfringens est la seule mise en cause dans des toxi-infections d'origine alimentaire. 
À l'examen microscopique, Clostridium perfringens se présente sous la forme de gros bacilles à bouts carrés, Gram 
positif. La spore ovalaire, centrale ou subterminale, déformante, n'apparaît que rarement. Sur géloses au sang, 
Clostridium perfringens forme généralement des colonies de 3 à 5 mm de diamètre, lisses, grisâtres, bombées, à 
bord net, entourées d'une zone d'hémolyse, complète ou incomplète selon les souches. 
Les autres caractères d'identification sont les suivants : 

- mobilité- ; 
- Iécithinase+ ; 
- lipase- ; 
- gélatinase+ ; 
- H,S+ (à partir des sulfites) ; 
- indole- ; 
- glucose, lactose, maltose, saccharose+ ; 
- salicine- ; 
- amidon variable. 

La croissance de Clostridiumperfringens est possible entre 15 et 50 OC (selon les souches) avec un optimum compris 
entre 37 et 45 OC. Elle est exaltée par la présence de glucides, possible en présence de bile Cjusqu'à une concentration 
de 20 %) et inhibée par une concentration de 6,5 % en chlorure de sodium. 
Selon la constitution de sa toxine létale, on distingue cinq types antigéniques. Seuls les Clostridium perfringens de 
type A sont impliqués dans les toxi-infections alimentaires. 

1.10.2. Clostridium perjiingens et toxi-infections alimentaires 

1.10.2.1. Symptomatologie 
Elle est dominée par l'apparition, 6 à 8 heures après l'ingestion de l'aliment contaminé, de douleurs abdominales et 
d'une diarrhée abondante, aqueuse, sans pus ni sang. Généralement, on n'observe pas de vomissements ni de fièvre. La 
guérison est de règle, sans séquelles, en 24 à 48 heures. Les complications sont rares et concernent les jeunes enfants et 
les personnes âgées sensibles à la déshydratation engendrée par la diarrhée. 

Incidence 
Les toxi-infections alimentaires à Clostridiumperfringens restent assez fréquentes. En France, 168 1 cas ont Cté recen- 
sés en 1994, correspondant à 29 foyers déclarés. La maladie est probablement sensiblement sous-déclarée du fait d'une 
symptomatologie peu alarmante. 

Aliments mis en cause 
Tous les aliments préparés en grande quantité (pour des banquets, des collectivités) peuvent être responsables de TIAC 
à C.  perfringens. En effet, leur cuisson n'est pas suffisante pour détruire les spores thermorésistantes. Au cours du 
refroidissement, les spores sont placées dans des conditions de température et de milieu favorisant leur germination et 
libèrent l'entérotoxine. 
Dans plus de la moitié des cas (64 % en 1994 en Françe), il s'agit de pièces de viande, produits camés, aliments mixtes 
ou de volailles, avec une prédilection pour la langue de bœuf et les préparations de type viandes bouillies. 

Réservoir et contamination des aliments 
Clostridium perfringens est une espèce commensale participant à la flore intestinale de l'homme et des animaux de 
boucherie. C'est également une espèce tellurique. 
Son passage dans le sang est classique dans le cas de bactériémies post-prandiales. Ceci explique que C.  perfringens 
puisse être présent dans les chairs, proliférer et sporuler dans les viandes lorsque la règle de l'abattage à jeun n'a pas été 
respectée. C'est pourquoi les produits camés sont fréquemment impliqués dans ce type d'intoxication. 
Les contaminations d'origine tellurique sont négligeables car seuls les organismes présents en profondeur de la pièce 
de viande ou de la préparation culinaire sont susceptibles de résister à la cuisson et de germer au cours du refroidisse- 
ment. 
Les aliments potentiellement toxiques contiennent au moins IO5 à IO7 organismes par gramme de produit. 

1.10.2.3. Mécanismes physiopathologiques 
Clostridium perfringens, ingéré avec l'aliment, agit sur l'intestin par l'intermédiaire d'une entérotoxine de masse 
moléculaire 34 000. Sa structure comprend deux zones : une zone hydrophile qui permet à la toxine de se fixer sur la 
membrane de I'entérocyte (sur une protéine spécifique), et une partie hydrophobe qui est intemalisée et stimule la 
sécrétion hydrominérale. Les cellules de la bordure en brosse ne sont pas (ou très peu) altérées. 
Seul C.  perfringens type A2 est sécréteur de cette entérotoxine et peut donc être impliqué dans des TIAC. La toxine est 
produite au cours de la formation de la spore et libérée lors de sa germination. 
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1 . 1  1. Clostridium botulinum 

1.1 1.1. Position taxinomique 
Les souches responsables du botulisme ont été regroupées dans une même espèce : Clostridium botulinum. Cette es- 
pèce, définie par son pouvoir pathogène, est très hétérogène. M. Sebald considère que << C. botulinum correspond 
davantage à un consortium d'espèces qu'à une espèce taxonomiquement définie B. Ces bactéries sécrètent une neuro- 
toxine parmi les plus actives que l'on connaisse. 
Il y a sept neurotoxines immunologiquement différentes, correspondant à sept types de C. botulinum : A, B,  C, D, E, F, G. 
Ces sept types ont des caractères biochimiques sensiblement différents. Par ailleurs, en fonction de ses caractères biochi- 
miques, C. botulinum est classé en quatre groupes : 1, II, III et IV. 

1.11.2. Botulisme 

1.1 1.2.1. Épidémiologie 
C. botulinum est un germe tellurique. À partir de la terre ou des sédiments marins, il peut passer dans l'intestin d'ani- 
maux, contaminer les poissons (type E) ou les légumes. 
Le type A prédomine sur la côte Est des États-unis, le type B en Europe et sur la côte Ouest de l'Amérique du Nord, les 
types C et D sont plus fréquents en Afrique et dans les pays de l'Europe du Nord ; le type E, transmis en général par les 
produits de la mer, est le plus fréquent en URSS et au Japon. Les cas de botulisme concernent aujourd'hui les conserves 
artisanales ou familiales insuffisamment stérilisées, les jambons crus (60 % des cas en France), et les poissons fumés. 

1.11.2.2. Physiopathologie du botulisme 
Le développement de la bactérie dans les aliments est possible lorsque les conditions de milieu suivantes sont réunies : 
- un potentiel d'oxydoréduction peu élevé. Cette condition est réalisée dans les conserves et en profondeur d'un jambon ; 
- un pH supérieur à 4,5 ; 
- une température supérieure à + 10 OC (+ 3 OC pour le type E) et inférieure à 48 OC. 
Dans les conserves mal stérilisées, les spores survivent et germent pour donner des formes végétatives viables du fait 
des conditions d'anaérobiose existantes. Dans le cas des jambons, C. borulinum est presque toujours d'origine intesti- 
nale. Si le porc est abattu sans être à jeun, des germes intestinaux peuvent être présents dans le sang du fait d'une 
bactériémie post-prandiale fréquente chez cet animal. Un abattage mal conduit aboutit, par ailleurs, à la production de 
viandes à pH élevé et à faible teneur en oxygène, ou exsudatives et retenant mal le sel. C. botulinum se retrouvera donc 
viable au cœur du muscle et s'y développera, du fait de conditions d'anaérobiose et de pH favorables et de la faible 
teneur en sel et en nitrites (destinés à inhiber sa croissance). Il y produira sa toxine qui, ingérée avec l'aliment, résiste 
à l'action des enzymes protéolytiques du tube digestif, passe dans le sang et atteint, par cette voie, ses récepteurs au 
niveau des jonctions neuromusculaires. Les toxines botuliques bloquent le couplage entre la sécrétion d'acétylcholine 
et 1' excitation du muscle en inhibant la libération d'acétylcholine à partir des vésicules de stockage. Elles provoquent, 
de ce fait, la paralysie des muscles concernés. 

1.1 1.2.3. Symptomatologie 
L'action des toxines reproduit les symptômes du botulisme. 
La période d'incubation est très variable, en général de deux à vingt-quatre heures. Apparaissent d'abord une paralysie 
des muscles de l'accommodation avec diplopie (vision double), des difficultés à la déglutition, la sécheresse de la 
bouche. 
Dans les formes graves, les paralysies atteignent les muscles respiratoires. Le botulisme présente une mortalité de 50 % 
aux États-unis, de seulement 4 % en France ; les sérotypes A et E semblant les plus dangereux. 

2. Méthodes utilisées pour la recherche et l'identification des 
bactéries entéropathogènes 

La recherche de bactéries entéropathogènes dans un aliment est mise en œuvre dans le cadre du contrôle microbiologi- 
que des aliments, et, plus exceptionnellement, pour rechercher l'étiologie d'une toxi-infection alimentaire. Seules les 
Salmonella et les Listeria sont recherchées en analyse de routine. Leur présence dans un aliment n'est pas tolérée, 
même en très faible concentration. 
L'interprétation de l'analyse est donc réalisée selon un plan à 2 classes admettant deux réponses seulement : présence 
ou absence de Salmonella dans le nombre d'échantillons prévu par la réglementation. Pour la viande hachée, par 
exemple, les critères microbiologiques sont les suivants : absence dans 25 g avec n = 5, c = 0, c'est-à-dire que la 
recherche doit être négative dans les 5 échantillons imposés par les textes (Voir chapitre II). 
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Dans le cas de l'expertise d'un aliment suspecté d'être à l'origine d'une infection, l'investigation peut porter sur d'autres 
bactéries entéropathogènes comme Shigella, Campylobacter, E. coli entéropathogènes, Vibrio parahaemolyticus, Sta- 
phylococcus aureus producteurs d'entérotoxine, Listeria.. . 

Ces bactéries peuvent exister dans un aliment contaminé, en tri% faibles concentrations, parfois au sein de flores 
abondantes et variées. Il est possible, dans ces conditions, qu'un isolement sélectif réalisé directement à partir de 
l'aliment ne permette pas d'observer de colonies caractéristiques et qu'un enrichissement soit nécessaire. 

Leur mise en évidence peut faire appel à différentes méthodologies. 

2.1. Méthodes traditionnelles 
Le produit à analyser fait généralement l'objet d'un enrichissement dans un milieu sélectif liquide, parfois précédé 
d'un préenrichissement dans un milieu non sélectif liquide. 

Milieu de  préenrichissement 
Le plus fréquent est l'eau peptonée tamponnée. L'échantillon est dilué au 1/10. L'ensemble est incubé 16 à 20 h à 37 OC. 

Milieux d'enrichissement 
Ils contiennent des agents chimiques sans action sur la bactérie entéropathogène recherchée mais inhibant un grand 
nombre d'espèces pouvant lui être associées au sein de la flore de l'aliment. Plusieurs substances inhibitrices peuvent 
être utilisées afin de renforcer la sélectivité du milieu. On peut aussi jouer sur les conditions d'incubation (température, 
atmosphère d'incubation.. .). Au cours de l'enrichissement, la proportion de la bactérie recherchée par rapport aux 
autres populations augmente avec le temps. Après 18 heures d'incubation, cette proportion est suffisante pour qu'un 
milieu sélectif d'isolement soit exploitable et que des colonies d'aspect caractéristique puissent y être observées. 

Milieux sélectifs d'isolement 
Ils sont complémentaires des milieux d'enrichissement. Ils contiennent généralement des inhibiteurs différents de ceux 
qui entrent dans la composition du bouillon d'enrichissement. Après étalement sur milieu sélectif, le développement 
des espèces de la flore associée s'étant maintenues pendant l'enrichissement est inhibé ou fortement ralenti. 
Afin de repérer, sur le milieu d'isolement, les colonies susceptibles de correspondre à la bactérie recherchée, le milieu 
d'isolement sélectif contient des substrats permettant la lecture de caractères biochimiques discriminants. Ainsi, les 
Salmonella ne fermentant ni le lactose, ni le saccharose, ni la salicine, les milieux sélectifs appropriés contiennent un 
ou plusieurs de ces glucides associés à un indicateur de pH. Certains milieux sélectifs pour Salmonella contiennent une 
source de soufre (thiosulfate) et un indicateur de sulfure d'hydrogène (sels de fer) afin de révéler le caractère H,S, qui 
est généralement positif pour ce genre. 
Ainsi repérées sur les milieux d'isolement, et après avoir éventuellement été soumises à des tests complémentaires plus 
discriminatifs, les bactéries formant les colonies suspectes font l'objet d'une identification selon les procédures adaptées. 

Les méthodes traditionnelles mises en œuvre pour rechercher et identifier des bactéries entéropathogènes comprennent 
donc les étapes suivantes : 

- enrichissement dans un milieu sélectif liquide ; 
- isolement sur milieu sélectif ; 
- repérage sur le milieu sélectif, après incubation, des colonies caractéristiques de la bactérie recherchée et réalisa- 

tion des tests permettant l'identification. 
L'identification doit être la plus précise possible afin de permettre les études épidémiologiques, ce qui peut nécessiter 
la recherche du sérotype et (ou) du lysotype. 

2.2. Méthodes rapides 
De conception plus récente, elles permettent de détecter la bactérie recherchée dans un bouillon de préenrichissement, 
parfois dans une préparation de l'aliment. Elles font appel à l'immunologie ou à la biologie moléculaire. Ces méthodes 
sont utilisées pour la recherche des Salmonella et des Listeria. 

2.2.1. Méthodes immunoenzyrnologiques 

2.2.1.1. La méthode ELISA de type sandwich 
Des anticorps hautement purifiés, spécifiques de la bactérie recherchée, sont adsorbés sur les puits d'une plaque pour 
microtitration. Les échantillons à analyser sont répartis dans ces puits. Dans le cas d'une réaction positive, la bactérie 
recherchée s'associe aux anticorps et reste ainsi, après lavage, fixée à la surface du puits. La révélation est réalisée par 
addition des mêmes anticorps marqués avec une enzyme (technique sandwich), puis, après lavage, par addition du 
substrat de l'enzyme. Dans le cas d'un résultat positif, la réaction entre l'enzyme fixée et son substrat libère des 
produits colorés. L'interprétation du test fait appel à des témoins positif et négatif. 
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Anticorps adsorbé Ajout de l'anticorps Ajout d'un échantillon pouvant Ajout du substrat de l'enzyme et 
sur le puits marqué par une enzyme contenir l'antigène - développement de la coloration 

Fig. 2 - Principe d e  la méthode  ELISA 

2.2.1.2. L'immunoséparation magnétique et I'IMS-ELISA 
Cette technique consiste en une immunocapture des bactéries recherchées par des billes de polystyrène magnétiques 
sur lesquelles sont adsorbés les anticorps spécifiques (anti Salmonella ou anti Listeria). Les billes sont ensuite récupé- 
rées et rassemblées sur une plaque aimantée, puis lavées et concentrées. 
L'immunoséparation magnétique remplace avantageusement, en moins de 30 minutes, l'étape d'enrichissement sélec- 
tif des méthodes traditionnelles (qui demande un délai de 24 heures). Elle peut être suivie de l'étape d'isolement, par la 
méthode traditionnelle ou associée à une détection immunoenzymatique des anticorps fixés par IMS-ELISA. 

Milieu de préenrichissement 
Complexes Salmonella-anticorps 

anti-Salmonella/bille dispersés dans le bouillon 

Salmonella Bille immunomagnétique 

. 
* * .  

Substrat chromogène 
de la peroxydase 

C---- sur le support aimanté 

Anticorps marqué 
par la peroxydase 

complexe bille - Salmonella - enzyme 

Fig. 3 - Principe d e  I'IMS-ELISA 

Ces méthodes sont utilisées pour la recherche des Salmonella et des Listeria 



2. Méthodes utilisées pour ka recherche et l'&tifcation des bactéries entéropathogènes 

2.2.2. Utilisation de sondes nucléiques 
Des fragments d'ADN ou d'ARN simple brin, d'origine microbienne, sont capables de s'hybrider avec des fragments 
complémentaires, les sondes, pour former des duplex stables. 
La mise en évidence de l'hybridation entre la sonde et l'acide nucléique cible est effectuée par détection directe ou par 
détection indirecte de l'hybride nucléique. 

2.2.2.1. Détection directe de l'hybride nucléique 
Des sondes froides de 15 à 120 bases sont couplées à un marqueur qui peut être la phosphatase alcaline (fixée sur le C5 
de la thymine), ou un ester d'acridinium. L'hybridation est, dans ce cas, révélée : 

- par l'addition d'un substrat chromogène de la phosphatase alcaline et le développement d'une coloration ; 
- par luminescence dans le cas d'un ester d'acridinium. 

I 
~ ~ Z M P L E  
Sonde Gen Probea pour la détection des Campylobacter thermotolérants dans les produits 
alimentaires. La sonde utilisée est spécifique de I'ARN ribosomal 1 6 s  de Campylobacterjquni, 
Campylobacter coli et Campylobacter hri. Elle est marquée par l'ester d'acridinium. 
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Fig. 4 - Principe d e  la sonde Gen Probe' 

2.2.2.2. Détection indirecte de l'hybride nucléique 
Dans ce cas, on ajoute une molécule capable de reconnaître le marqueur fixé sur la sonde. Cette molécule est directe- 
ment liée à une enzyme. Les premières sondes utilisaient la biotine comme marqueur, la biotine est détectée par sa 
grande affinité pour l'avidine, elle-même couplée à une enzyme. La sonde peut être également marquée par la 
digoxygénine qui est révélée par un anticorps anti-digoxygénine couplé à la phosphatase alcaline. 
Les sondes sulfonées se caractérisent par la fixation d'un groupement sulfone sur la cytosine. Ce groupement est 
ensuite reconnu par un anticorps monoclonal de souris, lui-même reconnu par un anticorps polyclonal de chèvre anti- 
souris manqué par une enzyme. 
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ADN cible 

+ substrat - 

substrat *a 
Fig. 5 - Détection des hybrides ADN-ADN 

2.2.2.3. Le système Gene-Trak 
Les bactéries sont lysées par une solution alcaline (supplémentée, pour les bactéries Gram - par du lysozyme) afin 
d'extraire l ' A N  ribosomique. Après neutralisation, deux sondes spécifiques d'ADN (reconnaissant les séquences de 
I'ARN ribosomique des bactéries recherchées) sont ajoutées : 

- une sonde de détection marquée à la fluoresckine ; 
- une sonde de capture contenant une queue de poly A et qui est destinée à se fixer sur les hybrides nuclkiques produits. 

Le complexe capturé est mis en contact avec des anticorps antifluorescéine conjugués à une peroxydase. Après lavages, 
le substrat chromogène de la peroxydase est introduit et l'absorption mesurée à 450 nm. 

1 Écliantillon (culture microbienne par exemple) 1 
Extraction de I'ARN ribosomal cible 1 

Réaction d'hybridation 

Fluorescéine 
Sonde de DÉ 

Réaction de capture 1 
Addition d'anticorps antifluorescéine 

couplés à la peroxydase 

@& 
Fig. 6 - Le système Gene-Trak@' 

Le système Gene-Trak permet de rechercher avec une bonne sensibilité Listeria, Salmonella, Staphylococcus aureus, 
Yersinia enterocolitica, Campylobacter dans les produits alimentaires. 



2. Méthodes utiLLcécs bour & recherche et l'identification da bactéries entéro~athoeknes 

2.2.2.4. Le système LUMIPROBE 24 
11 utilise le principe de l'hybridation sandwich en phase solide avec 
I'ARN ribosomal de la bactérie à détecter. 

Fig. 7 - Hybridation sandwich 

2.2.2.5. Les principaux dispositifs commerciaiisés 

Tableau 11 - Caracteristiques des principales sondes nucléiques commercialisees en 2001 

2.2.3. Utilisation de l'amplification génique (amplification en chaîne par 
polyrnérase (PCA) ou polymerase chain reaction (PCR) 

2.2.3.1. Principe générai de l'amplification génique 
La PCR consiste à amplifier spécifiquement une séquence d'ADN double brin par l'action cyclique d'une ADN 
polymérase thermostable. L'initiation de la synthèse d'ADN est réalisée par une enzyme au niveau de courtes séquen- 
ces oligonucléotidiques (amorces), ajoutées au milieu réactionnel, spécifiques de la séquence d'ADN que l'on souhaite 
amplifier. La PCR consiste ensuite en l'enchaînement cyclique de trois processus : 

- la dénaturation de l'ADN : le mtlange est placé à une température comprise entre 90 et 100 OC pendant une à 
deux minutes. Elle permet la séparation des deux brins d'ADN ; 

- l'hybridation des amorces : la température est ramenée à 50-60 OC pendant une à deux minutes ; 
- l'extension des amorces par une ADN polymérase thermostable, le plus souvent la Taq polymérase extraite de Themus 

aquaticus. Le milieu réactionnel est placé alors à une température de 72 OC, valeur optimale d'activité de l'enzyme. 
L'ensemble des opérations est réalisé dans un appareil automatique : le thermocycleur. 

Cycle 1 C 

5' ADN double brin contenant 
5, la séquence cible à amplifier 5' Produit de dénaturation 

5' 3 5' 

Produits de dénaturation 5' 
5' - 

d - Étape d'hybridation - des amorces 
5' 

5' Fin d'étape d'extension 

- 
5' Étape d'hybridation 

5' des amorces - 

J 

Fin d'étape d'extension 

Fig. 8 - Principe de l'amplification génique 
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&MPLE D'APPLICATION DE L 'AMPLIFICATION GÉNIQUE EN MICROBIOLOGIE ALIMENTAIRE : 
la méthode PROBELIA Salmoneh sp (Sanofi Diagnostics Pasteur) 
Cette méthode consiste, après une étape de traitement de l'échantillon et de lyse par choc 
chermique qui permet de libérer l'ADN bactérien, à amplifier une séquence cible spécifique 
de Salmonella contenant le gène Iag A impliqué dans le pouvoir d'invasion des Salmonella. 
L'ADN des Salmonella est piégé par une sonde de capture, l'hybride formé est révélé par 
fixation à une deuxième sonde marquée à la peroxydase. 
Cette méthode peut être mise en place à partir du milieu de préenrichissement et fournit donc 
des résultats en 24 heures. 

Lyse 
t 

Dénaturation 
+- 

- Hybridation 
- Élongation 
- Dénaturation 

Séquence 
à amplifier 

Amplification 
3' 5' 
- - - -  

Produits de 
l'amplification 

Amorces 
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3. Recherche et identification des principaux microorganismes et 
toxines responsables de TIAC 

3.1. Recherche et identification des Salmonella 

3.1.1. Méthodologie de l'isolement et de l'identification des Salmonella à partir de 
denrées alimentaires 

3.1.1.1. Milieux d'enrichissement 
La recherche des Salmonella dans un prélèvement alimentaire implique la réalisation successive d'un préenrichissement 
sur milieu liquide non sélectif (eau peptonée tamponnée) et d'un enrichissement sur deux milieux liquides sélectifs 
(selon AFNOR) : bouillon au vert malachite et au chlorure de magnésium (bouillon Rappaport Vassiliadis) incubé à 
45 OC et bouillon au sélénite-cystine. 

Le bouillon au vert mdachite et a u  chlorure de Le bouillon au sélénite-cystine 
magnésium (bouillon Rappaport Vassiliadis) 
incubé à 42 O C  

Solution A 
- Tryptone .......................................................... 5 g 
- NaC1 ................................................................ 8 g 
- KH2P04 ......................................................... 1,6 g 
- Eau .................................................................... 1L 

Solution B 
- MgCI, 6H20 ................................................ 400 g 
- Eau ................................................................. IL 

Solution C 
............................. - Oxalate de vert malachite 0,4 g 

- Eau .................................................................... 1L 

Milieu de base 
- Tryptone ...................................................... 5,O g 
- Lactose ......................................................... 4,O g 
- Na,HPO,, 17 H,O ....................................... 10.0 g 
- ~ ~ d r o ~ é n o s é l é n i t e  de sodium ...................... 4,O g 

Dissoudre les trois premiers composants, maintenir à ébulli- 
tion pendant 5 minutes. ajouter l'hydrogénosélénite de sodium. 

Solution de L-cystine 
- L-cystine ....................................................... O,] g 
- Solution de NaOH à 1moVL ....................... 15 mL 

Compléter à 100 mL avec de l'eau stérile. Ne pas stériliser. 

Milieu complet 
- Milieu de base .......................................... 1 000 L 
- Solution de L-cystine ................................. 10 mi. 

Ajouter la solution de L-cystine au milieu refroidi. 1 Milieu complet 1 
.............................................. I - Solution A 1 000 mL 1 Tableau 13 - Coniposition du milieu sélénite-cystine - Solution B ................................................ 100 mL 

- Solution C ................................................... 10 mL I 
Tableau 12 - Composition du milieu de Rappaport Vassiliadis 

Les cultures obtenues sur les milieux d'enricl-iissement sont ensuite inoculCes à deux milieux sélectifs gélosés. 

3.1.1.2. Milieux de l'isolement sélectif 
La norme ISO 6579 (1990) préconise l'utilisation de deux milieux d'isolement dont la gélose au rouge de phénol et au 
vert brillant (RPVB). 

Premier milieu d'isolement : le milieu au vert brillant e t  au rousre d e  ~ h é n o l  

- Extrait de viande de bœuf ....................................................................... 
- Extrait de levures ..................................................................................... 
- Peptone .................................................................................................. 
- .................................................................................................. Lactose 10 g 
- Saccharose ............................................................................................. 
- 

l o g  
NaCl ........................................................................................................ 5 g 

- Na2HP0 , .................................................................................................. 1 g 
- NaH2P04 ............................................................................................... 0.6 g 
- Gélose ............................................................................................. 12 à 18 g 
- Vert brillant .......................................................................................... 5 mg 
- Rouge de phénol ................................................................................. 0,09 g 
- Eau distillée .............................................................................................. IL 
pH = 6,9 

Tableau 14 - Composition du milieu au vert brillant et au rouge de phénol 

La sélectivité de ce milieu est assurée par une forte concentration en vert brillant. Les colonies de Salmonella sont rouges. 

Deuxième mileu d'isolement 
Il peut être choisi parmi les autres formules existantes, citons en particulier 
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- La gélose Hektoen 
- Extrait de levures ..................................................................................... 3 g 
- Peptone .................................................................................................. 
- 

12g  
Lactose .................................................................................................. 12 g 

- Saccharose ............................................................................................. 12 g 
.................................................................................................... - Salicine 2 g 

............................................................................................ - Sels biliaires 9 g 
- Hyposulfite de sodium ............................................................................ 5 g 
- Citrate de fer ammoniacal .................................................................... 1,5 g 
- NaH,PO , ............................................................................................... 0,6g 
- Gklose ................................................................................................. 13.5 g 
- Bleu de bromothymol ......................................................................... 64 mg 
- Fuchsine acide .................................................................................... 40 mg 
- Eau distillée .............................................................................................. 1L 
pH = 7,6 

Tableau 15 - Composition de la gélose Hektoen 

L'agent inhibiteur est représenté par des sels biliaires en concentration plus importante que dans le milieu SS. Les 
bactéries Gram+ sont inhibées, la croissance des entérobactéries autres que Salmonella ou Shigella est fortement ralen- 
tie. La base nutritive est riche. Les Salmonella, qui ne fermentent aucun des trois glucides présents dans ce milieu, 
donnent des colonies vertes à centre noir (Salmonella H2S+) ou sans centre noir (Salmonella H,S-). 

- La gélose au sulfite de bismuth 
........................................................................................ - Extrait de bœuf 5 g 

.................................................................................................. - Peptone 10 g 
- Glucose .................................................................................................... 5 g 
- Vert brillant ...................................................................................... 0,025 g 
- Sulfite de sodium ................................................................................ 6,15 g 
- Citrate de bismuth ammoniacal .......................................................... 1,85 g 
- Na,HPO, .................................................................................................. 4 g 
- Sulfate de fer II ..................................................................................... 0,3 g 
- Agar ....................................................................................................... 20 g 
- Eau distillée ................................................................................... 1 000 mL 
pH = 7.7 

Dissoudre les ingrédients dans l'eau en portant à ébullition durant 1 minute. 
Refroidir entre 45 et 50 OC en agitant doucement le précipité en suspension. 
Couler en boîtes de Petri. Ne pas stériliser. 

Tableau 16 - Composition de la gélose au sulfite de bismuth 

Les agents sélectifs sont le vert brillant et le bismuth. Les Salmonella donnent sur ce milieu des colonies brunes ou 
noires (Salmonella H,S+), certaines espèces (Salmonella H2S-) donnent des colonies vertes. 

- La gélose Rarnbach 
- Peptone ................................................................................ 5 g 

................................................................. - Extrait de levures 3 g 
................................................... - Désoxycholate de sodium l g 

- Rouge neutre .................................................................. 0,03 g 
- 5 bromo-4-chloro-P-3-indolyl-P-galactopyranoside ........ 1,5 g 
- Agar ................................................................................... 20 g 
- Eau distillée ............................................................... 1 000 mL 
pH = 7,4 

Dissoudre les ingrédients dans l'eau en portant à ébullition durant 1 minute. 
Refroidir entre 45 et 50 OC en agitant doucement le précipité en suspension. 
Couler en boîtes de Petri. Ne pas stériliser 

Tableau 17 - Composition de la gélose de Rambach 

Le désoxycholate de sodium inhibe principalement les bactéries Gram+. Ce milieu permet un bon repérage des colo- 
nies de Salmonella par la lecture de deux caractbres biochimiques : l'oxydation du propylène glycol (caractère positif 
chez les Salmonella) et la P-galactosidase (absente chez les Salmonella). Les colonies de Salmonella (à l'exception de 
S. iyphi et S. paraophi A) sont rouges alors que celles correspondant aux autres entérobactéries sont bleues, violettes 
(coliformes), ou incolores (Proteus, S. iyphi, S. paraiyphi A). 
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3.1.1.6. Critères et méthodes d'identification des Salmonella 
Repérage des colonies pouvant correspondre à des Salmonella 

- - 

Les cultures sont examinées après 48 à 72 heures d'incubation à 37 OC. On recherche des colonies présentant les 
aspects typiques des Salmonella tels qu'ils ont été décrits précédemment. Les milieux d'isolement permettent en 
général de repérer les colonies correspondant à des bactéries H,S+ (colonies noires ou à centre noir), et de lire le 
caractère lactose, parfois saccharose. Les Salmonella sont classiquement H,S+, lactose et saccharose- (il existe des 
exceptions : S. arizonae et diarizonae sont lactose+). Certaines espèces S O ~ ~ H , S - .  D'autres entérobactéries, pouvant 
être présentes dans le prélèvement et donc sur les milieux d'isolement, possèdent ces caractères ; elles posent des 
problèmes d'identification différentielle avec les Salmonella. C'est ainsi que les Proteus, Edulardsiella, les Citrobacter 
lactose- peuvent donner des colonies d'aspect identique à celles des Salmonella H,S+. Par ailleurs, l'examen du 
tableau ci-dessous montre que le diagnostic différentiel des Salmonella H,S- se pose rapport à de nombreux genres 

1 Salmonella Tbhi  1 - 1 - 1 - 1  V 1 - 1 - 1 + I + I  - 1 

et espèces d'entérobactérie; (Providenciu, Morgunella, Shigella, Hafnia alvei, biotypes lactose- d'E. coli, Serratia.. .), 
les bactéries figurant sur ce tableau étant toutes lactose-. 

Saccharose 

- Salmonella H,S+ 

Salmonella Paraiyphi A 

1 Salmonella Cholerae suis 1 - 1 - 1 - 1 - 1 - 1 + 1 + 1 + 1 - 1 

Salmonella Abortus equi 

1 Shinella (sauf Shinella sonnei) - 1 V ( - 1 - 1 -/+ 1 - 1 - 1 - 1 - 1 

Uréase 

- 

- 

1 Shi~ella sonnei 1 - 1 - 1 - 1  - 1 + 1 - ( - 1 - 1  - 1 

- 

Indole 

- 

- 

Salmonella Pullorum 

Salmonella Abortus ovis 

- 

E. coli AD 

TDA 

- 

- 

- - 

- 

Hafrlia alvei 

t : plus de 95 % des souches possèdent le caractère recherché. +/- : La plupart des souches sont +. V : les % de souches + et - sont voisins. 
- moins de 5 % des souches possèdent le caractère recherché. -/+ : La plupart des souches sont -. 1 

+ 
- 

- 

Edwanisiella 
Proteus mirabilis 
Proteus vulgaris 

Morganella 

Providencia rettgeri 

Providencia stuartii 

Tableau 18 - Identification des Salmonella 
11 est donc nécessaire d'ensemencer des galeries biochimiques à partir de plusieurs colonies, après avoir réalisé un 
« screening » de ces colonies par un (ou plusieurs) caractère(s) suffisamment discriminant(s). L'uréase représente 
classiquement ce caractère : chaque colonie suspecte est mise en suspension dans 0,2 mL de milieu urée-indole. Il est 
nécessaire de tester entre 5 et 10 colonies suspectes. Après une incubation à 37 OC (si possible au bain-marie) pendant 
1 à 3 heures, il est possible d'éliminer les colonies ukase+ qui correspondent à des Proteus, Morganella ou Providencia 
rettgeri. Les colonies correspondant à des bactéries uréase- sont ensemencées sur une galerie biochimique minimale. 
D'autres techniques permettent de repérer des colonies de Salmonella. 

Le système SM ID (bioMérieux) 
Cette technique fait appel à un milieu d'isolement comprenant des agents sélectifs (vert brillant et sels biliaires), un indicateur 
de pH (rouge neutre) et deux substrats permettant la lecture de caractères biochimiques fortement discriminants : 

- un substrat chromogène qui, sous l'action de la B-galactosidase, libère un produit de coloration bleue ; 
- du B-glucuronate qui. après hydrolyse par la B-glucuronidase, libère l'acide glucuronique. L'acidification du 

milieu résultant de cette réaction provoque le virage de l'indicateur de pH au rose. 
L'aspect des colonies obtenues sur ce milieu est le suivant : 

H,S 
sur TSI 

+ 

- 
- - + 

- 

Serratia 

Citrobacter ONPG- - + - + - + + + -/+ - 1 - 

- 

- 

+ 

- 

+ 
+ 
+ 
+ 
- 

Tableau 19 -Aspect des colonies obtenues par le système SM ID 

ONPG 
hydrolase 

- 

- 

- 

- 

- 

P-galactosidase 

Glucuronate 

Coloration de la colonie 

- 
- 

- 
- 

+ 
- 

+ 
+ 
+ 
+ 

Gaz 
en glucose 

+ 

V 

- 

- 

Salmonella 
- 

+ 
rose 

+ 

- 

- - 

- 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

Mobilité 

+ 

+ 

+ 

+ - + 
- 1 +/- 1 + 

Autres bactéries 

LDC 

+ 

+ 

- 

+ 
+ 
+ 
- 
- 
- 

+ 
+ 

violette 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

+ + 
+ 

- 

- 
- 

- 
- 
- 

+ 
- 

bleue 

- 

+ 

+ 

- 
- 

incolore 

- 

- 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

-/+ 

+ 
- 
- 

- 

- 
- 

- 

-/+ 

+ 
- 

-/+ 

V 
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Le MUCAP Test (AES Laboratoire) 1 
Ce test consiste à ajouter, sur les colonies suspectes repérées sur les milieux sélectifs, de la méthylumbellyférone liée l 

i 
à un substrat octacarboné. En présence d'une C8 estérase, cette molécule libère de l'umbellyférone repérable par sa I 

l 
forte fluorescence sous lampe de Wood. 
Parmi les colonies suspectes sur les milieux d'isolement sélectifs, seules celles de Salmonella et certaines souches de i 
Serratia possèdent une C8 estérase. 

Le système API Z $ 

3.1.1.7. Galerie d'identification , 
Quel que soit le système de discrimination utilisé, l'ensemencement d'une galerie biochimique minimale, puis la 
réalisation d'un sérotypage sont nécessaires pour identifier les Salmonella avec certitude et précision. 
La galerie préconisée par l'AFNOR (IS06.579-NFV) est constituée des milieux suivants : 

- gélose au citrate de fer et aux trois sucres (gélose TSI) qui permet de lire les caractères lactose, saccharose, 
glucose et H,S, et de réaliser un test ONPG ; 

- milieu à l'urée de Christensen qui permet de lire le caractère uréase ; > 

- milieu tryptone-tryptophane, pour rechercher la production d'indole ; 
- milieu pour la recherche de la LDC (type milieu de Taylor) ; t 
- bouillon de Clark et Lubs (caractères lus : RM et VP) ; 
- gélose nutritive inclinée afin de vérifier la pureté de la souche et d'obtenir des colonies à partir desquelles le 

sérotypage sera réalisé. 
Le genre Salmonella est identifié sur les résultats suivants : 

. 
Tableau 20 - Salmonella : critères d'identification du genre 

3.1.1.8. Sérotypage 
Il existe plus de 2 800 sérovars de Salmonella qui se différencient par la nature de leurs antigènes. L'identification 
précise d'une Salmonella consiste donc à déterminer sa formule antigénique, qui associe des antigènes O pariétaux et 
des antigène H flagellaires. Ces derniers peuvent exister sous deux formes différentes : en phase 1 ou en phase 2. 
Chaque bactérie ne possède qu'une phase ; une population comprend, en général, des bactéries des deux phases. 
Lorsqu'une phase n'est pas représentée, il est nécessaire de réaliser une «inversion» de phase afin de l'obtenir en 
quantité suffisante. Cette technique consiste à faire cultiver la Salmonella dans une gélose semi-molle additionnée 
d'anticorps de la phase à éliminer et de recueillir, à distance du dépôt, les Salmonella (milieu de Sven Gard) qui 
possèdent des flagelles de la phase non agglutinée par les anticorps du milieu. On peut aussi rechercher l'antigène Vi 
qui correspond à une microcapsule recouvrant l'antigène 0. Salmonella Typhi, Paratyphi C, et Dublin possèdent cet 
antigène. 
L'identification du sérotype est réalisée en se reportant au tableau de Kauffmann et White qui donne la formule antigé- 
nique des sérotypes répertoriés. 

3.1.2. Recherche de Salmonelh : manipulation 26 
1 Recherche de Salmonella dans une tranche de viande : manipulation 26. 1 

3.2. Recherche et identification des Escherichia coli entéropathogènes 

3.2.1. Identification des E. coli entéropathogènes : manipulation 27 
1 Identification des E. coli entéropathogènes par agglutination sur lame : manipulation 27. ] 
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" 

3.2.2. Identification des E. coli O 157 entérohémorragiques : manipulations 28 et 29 
érnorragiques par agglutinati 

-- 
E. cofi O 157 entkrohérnorragiques par la recherche des vérotoxines 1 e t  2 

W 1  e t  W 2 )  : manipulation 29. 
p.- - "- ---- --- P 

3.2.3. Recherche d7E. coli O 157 : H7 manipulation 30 
Recherche des E. cofiO 157 : H7 dans une  viande par la rnkthode directe Blot Elisa : rnanipu- 
lation 30. - - - -- 

3.3. Recherche et identification des vibrions entéropathogènes 

3.3.1. Méthodologie de la recherche de vibrions entéropathogènes dans un 
produit alimentaire (NF V.08024) 

La recherche de vibrions entéropathogènes dans des aliments nécessite un enrichissement en bouillon sélectif, leur 
isolement sélectif et leur identification à partir des colonies suspectes observées sur milieux sélectifs. 

3.3.1.1. Enrichissement 
Le principe des milieux d'enrichissement utilisés repose sur les propriétés suivantes des vibrions : 

- croissance rapide sur les milieux peptonés ; 
- aptitude à se multiplier dans des milieux très alcalins ; 
- halophilie de toutes les espèces, sauf Vibrio cholerae ; 
- résistance à la polymyxine B. 

Les formules des trois principaux milieux utilisés sont les suivantes : 

Composition du milieu de base 
- Peptone ............................. 10,O g 
- Extrait de levure ................. 3,O g 
- NaC1 .................................... 20 g 
- Eau ............................. 1 000 mL 

pH 7,4 à 25°C 

Solution de polymyxine B 
- Polymyxine B ......... 100 000 UI 
- Eau ................................ 100 mL 

Stériliser par filtration. 

Composition du milieu complet 
Ajouter extemporanément et stérilement 
200 mL de polymyxine B à 900 mL de mi- 
lieu de base prkalablement refroidi. 
Répartir à raison de IO mL par tube. 

............................. 
- NaCI .................................... 
- Eau ............................. 1 000 mL 

Ajuster le pH 8,6 à 25 "C après stérilisa- 
tion (121 OC, 15 min). 

Tableau 22 - Eau peptonée alcaline 
(double concentration) 

- Peptone ............................. 10,O g 
- Extrait de viande ................ 3,O g 
- Glucose ............................... 5,O g 
- NaCI .................................... 30 g 
- Méthyl violet .................. 0,004 g 
- Laurylsulfate de sodium ........ 8 g 
- Eau ............................. 1 000 mL 

Ajuster le pH 8,6 à 25 OC après stérilisa- 
tion (121 OC, 15 min). 
Répartir à raison de 10 mL par tube. 

Tableau 23 - Bouillon glucosé sale au 
lauryl sulfate de sodium (double 

concentration) 

Tableau 21 - Bouillon saié à la 
polyrnyxine (SPB) 

Les milieux d'enrichissement sont inoculés avec 10 mL d'une suspension mère au 113. C'est pourquoi leur formule est 
prévue à double concentration. Ils sont incubés A 35 ou 37 OC pendant 7 à 8 heures afin d'éviter le développement des 
autres bacilles Gram -. 

3.3.1.2. Milieux pour l'isolement sélectif 
Le milieu le plus utilisé est le milieu TCBS (thiosulfate de sodium, citrate de sodium, bile de bœuf, saccharose). C'est un 
milieu très sélectif qui inhibe la plupart des entérobactéries et des bactéries Gram+ (à l'exception des entérocoques). 
Il est généralement associé à un milieu moins sélectif comme la gélose à la tryptone, à la peptone de soja et au chlorure 
de triphényltétrazolium (TSAT). 
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..................................................................................... 1 - Extrait de levures 5 g  1 
- Peptone .................................................................................................. 
- Saccharose .......................................................................................... 20,O g 
- Bile de boeuf desséchée ....................................................................... 8,O g ' O g  l 
- Thiosulfate de sodium ........................................................................... 10 g 
- Citrate de fer (III) ................................................................................. 1.0 g 
- NaCI ................................................................................................... 10,Og 
- Agar .................................................................................................. 8 à  18g 

......................................................................... - Bleu de bromothymol 0,04 g 
................................................................................... - Bleu de thymol 0,04 g 

............................................................................................. - Eau distillée 1 L 
pH = 8,6 

Tableau 24 - Milieu T C B S  

Les vibrions forment, sur ce milieu, des colonies de 2 à 3mm de diamètre et deviennent, après 24 heures d'incubation, 
soit jaunes (vibrions saccaharose+), soit vertes (vibrions saccharose-, c'est le cas de Vibrio parahaemolyticus). Les 
entérocoques donne : des colonies jaunes beaucoup plus petites et donc faciles A distinguer. 

Composition d u  milieu d e  base 
- Tryptone ............................................................................................. 15.0 g 
- Peptone de soja ..................................................................................... 5.0 g 
- NaCl ...................................................................................................... 3o g 
- Sels biliaires ......................................................................................... 0,5 g 
- Agar ......................................................................................... 8,Og à 18,Og 
- Eau ................................................................................................ 1 000 mL 

Ajuster le pH à 7,l à 25°C après stérilisation (121 OC, 15 min). 
l 

Solution à 1 % d e  chlorure de triphényltétrazolium 
- Chlorure de tnphényltétrazolium ......................................................... 0,l g 
- ..................................................................................................... Eau l O mL 

Milieu complet 
Ajouter sténlement 3 mL de la solution de chlorure de tnphényltétrazolium 
à 1 000 mL de milieu de base préalablement refroidi à 45 OC. 

Tableau 25 - Gélose à la  tryptone, h la peptone d e  soja e t  a u  chlorure d e  triphényltétrazolium (TSAT) 

Sur ce milieu, les colonies de Vibrio parahaemolyticus sont lisses et plates, de 2 à 3 mm de diamètre, rouge foncé du 
fait de la réduction du chlorure de triphényltétrazolium. 
Au moins cinq colonies suspectes sont repiquées sur gélose nutritive salée (à 30 g/L de NaCl) afin de conduire l'iden- 
tification. 

3.3.1.3. Identification 
L'identification de Vibrio parahaemolyticus est réalisée sur la base des caractères phénotypiques suivants : 
- bacille Gram-, très mobile, aéro-anaérobie, oxydase +, réduisant les nitrates en nitrites ; 
- glucose+ ; 
- gaz en glucose+ ; 
- saccharose- ; 
- lactose- ; 
- ONPG hydrolase- ; 
- H,S- ; 
- LDC+ ; 
- indole+. 

3.3.1.4. Examens présomptifs 
Recherche de l'oxydase 

Prélever une parcelle de colonie à l'aide d'une pipette Pasteur et transférer cette culture sur un disque préimprégné 
commercialisé. L'apparition d'une teinte mauve, violette, virant au noir signe la production d'une oxydase. 

Examen microscopique 
Préparer avec le reste de la colonie une suspension dans un petit volume d'eau physiologique stérile. 
Réaliser une préparation à l'état frais et une coloration de Gram. Rechercher les aspects microscopiques décrits précé- 
demment pour les vibrions. 
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3.3.1.5. Examens biochimiques 
Chaque colonie suspecte est soumise à des examens présomptifs, puis est ensemencée sur une galerie minimum à 
l'aide de la suspension réalisée pour les examens microscopiques. La galerie minimum est constituée des milieux 
suivants : 

- milieu VF ou VL salé à 30 g/L, pour vérifier le type respiratoire ; 
- bouillon nitraté à 1 g/L et salé à 30 g/L, pour rechercher la capacité de la bactérie à réduire les nitrates en nitrites ; 
- gélose TSI salée (à 30 g/L) : Mbrio parahaemolyticus donne une pente rouge (saccaharose et lactose-). un culot 

jaune (glucose+) sans gaz (gaz en glucose-) ; on n'observe pas de noircissement (H,S-). Le milieu TSI fournit la 
culture permettant, après incubation, de rechercher I'ONPG hydrolase ; 

- milieu de type bouillon de Moeller, salé (à 30 g/L), pour la recherche de la LDC ; 
- milieu tryptone-tryptophane salé pour la recherche de la production d'indole. 

- Tryptone ............................................................................................. 10.0 g 
- DL tryptophane .................................................................................... 1 .O g 
- NaCl ...................................................................................................... 
- 

30 g 
Eau ................................................................................................ 1 000 mL 

Tableau 26 - Composition du milieu tryptone tryptophane sale 

On peut aussi ensemencer une galerie miniaturisée de type API 20E. 

3.3.2. Recherche et identification des vibrions entéropathogènes 
et identification des vibrions entéropathogènes dans les coquillages 

pulation 3 1 

3.4. Recherche et identification des Campyhbacter 

3.4.1. Méthodologie de l'isolement et de l'identification de C. jguni A partir des 
produits biologiques (selles, aliments) 

3.4.1.1. Milieux d'enrichissement 
L'isolement sélectif de C. jejuni à partir d'un prélèvement alimentaire peut être utilement précédé d'un enrichissement. 
Trois milieux peuvent être utilisés : 

- le bouillon thioglycolate additionné d'agar à 0,16 % et des antibiotiques du milieu Campylosel. Il est incubé une 
nuità+4OC; 

- le milieu de Preston additionné de sulfate de fer, métabisulfite de sodium et pyruvate de sodium (mélange FBP), 
incubation durant 18 heures à 37 OC ; 

- le milieu de Park et Sanders. 

3.4.1.2. Milieux de l'isolement sClectif de C jquni 
Milieu de Skirrow 

Le premier milieu conçu pour l'isolement sélectif des Campylobacter a été mis au point par Skirrow. Il comprend une 
base nutritive (Columbia, Mueller-Hinton ...), 7 % de sang de cheval lysé, et un mélange de trois antibiotiques : 
triméthoprime à 5 mg/L, vancomycine à 10 mg/L et 2 500 unités/L de polymyxine B. Triméthoprime et polymyxine 
inhibent, aux concentrations utilisées, la plupart des bacilles à Gram négatif de la flore fécale. La vancomycine inhibe 
les bactéries à Gram positif. Le sang lysé est nécessaire pour neutraliser les dérivés toxiques de l'oxygène comme les 
peroxydes ou les superoxydes auxquels les Campylobacter sont particulièrement sensibles. 
Le pouvoir inhibiteur du milieu de Skirrow (Oxoïd, Difco, Merck) est considéré comme assez faible et les cultures 
obtenues à partir d'isolements de selles sont souvent envahies par des bactéries de la flore fécale non inhibées, en 
particulier des souches de Proteus ou de Pseudomonas, ce qui gêne l'exploitation de l'isolement. Cependant, pour 
isoler C. jejuni à partir d'un produit alimentaire (dont la flore associée est moins dense), le milieu de Skirrow reste un 
des plus adaptés. 

Autres formules plus sélectives 
L'amphotéricine B permet l'inhibition de la croissance des levures. L'addition de céphalosporines et (ou) de colistine 
est très efficace pour inhiber les autres bactéries à Gram négatif. La céfopérazone est la substance la plus active sur les 
Pseudomonas. Le milieu Campy-BAP (Difco) associe la céfalotine et l'amphotéricine B aux inhibiteurs du milieu de 
Skirrow ; il est enrichi par du sang de mouton. Le milieu Campylosel (bioMérieux) utilise la formule de Butzler qui 
associe la gélose Columbia, 5 % de sang de mouton, 15 mg/L de céfopérazone, 10 000 U/L de colistine, 2 mg/L 
d'amphotéricine B et 10 mg/L de vancomycine. 
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Ces mélanges présentent cependant pour inconvénient d'inhiber certaines souches de C. jejuni, ainsi que les souches 
fragilisées par un traitement (chaleur, froid, dessiccation), mais qui restent viables. Bien que très utiles en biologie 
médicale, ils ne sont donc pas recommandés pour l'isolement de C. jejuni à partir d'un aliment faiblement contaminé. 

Milieux dépourvus de sang 
Dans les milieux de Bolton et de K m a l i ,  le charbon remplace le sang pour neutraliser les substances toxiques des bases 
nutritives et les dérivés toxiques de l'oxygène. Le charbon est associé à du pymvate de sodium dans les deux milieux, à de 
l'hydrolysat de caséine et du sulfate ferreux dans le milieu de Bolton et à de l'hématine dans le milieu de K m a l i .  Il est 
aujourd'hui acquis que les milieux au charbon sont aussi efficaces que les milieux au sang pour l'isolement sélectif de C. jejuni. 

3.4.1.3. Critères et méthodes d'identification de C. jejuni 
Les cultures sont examinées après 48 à 72 heures d'incubation en atmosphère micro-aérophile. Cette atmosphère, constituée 
de 5 % d'O,, 10 % de CO, et 85 % de N,, ?ut être obtenue en utilisant lajarre anaérobie et un sachet Gas Pack Hz + CO, sans 
catalyseur ou des générateurs de gaz spécialement conçus et commercialisés pour cet usage. C. jejuni et C. coli se dévelop- 
pent mieux à 42 OC qu'à 37 OC. Les milieux sont donc incubés à 42 OC. 
Sur l'isolement, on recherche des colonies rondes, lisses, bombées ou plates, ayant tendance à l'envahissement. Sur ces 
colonies suspectes, l'identification du genre Campylobacter est réalisée par des examens microscopiques, la recherche 
de l'oxydase et de la catalase (Voir tableau 31). 
Les Campylobacter sont des bacilles fins, incurvés en virgule ou en forme de S, Gram-, très mobiles (déplacement en 
« vol de moucheron D), oxydase+ et catalase généralement positive pour les espèces recherchées. 

Tableau 27 - Critères de l'identification des espèces du genre Campylobacter 

La mise en évidence, chez un Campylobacter, de sa capacité à hydrolyser l'hippurate identifie pratiquement l'espèce 
jejuni. Sa résistance à la céfalotine et sa sensibilité à l'acide nalidixique, l'aptitude à se développer à 42 "C identifient 
C. jejuni subsp jejuni, agent de la presque totalité des carnpylobactérioses. 

Galerie d'identification 
Les colonies à examiner sont ensemencés dans un bouillon Brucella. Après 48 heures d'incubation, on obtient une 
culture de densité suffisante pour servir à l'inoculation des milieux d'identification. 
- Ensemencer deux bouillons Brucella. Incuber l'un d'entre eux à 25 OC, l'autre à 42 OC. 
- Ensemencer largement un milieu de Mueller-Hinton au sang. Placer sur chaque moitié de boîte un disque de céfalotine 

et un disque d'acide nalidixique. Incuber en micro-aérophilie à 42 OC. 
La réduction des nitrates peut être étudiée sur bouillon Brucella supplémenté par 1 % de nitrate de potassium.La produc- 
tion d'H,S est observée sur milieu de Kligler ou milieu TSI après 5 jours d'incubation en atmosphère micro-aérophile. 

Technique de la recherche de l'hydrolyse de I'hippurate 
- Faire une suspension de la souche étudiée dans un faible volume (0,4 mL) d'une solution d'hippurate à 1 % en 

tampon PBS pH 7,2. 
- Incuber 2 heures au bain d'eau à 37 OC. 
- Ajouter 0.2 mL d'une solution extemporanée de ninhydnne à 3,5 % en mélange butanol acétate (50150) et examiner 

10 minutes plus tard. 
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L'hydrolyse de l'hippurate se traduit par l',apparition d'une coloration violette. Ainsi, le jour même de l'obtention 
d'une culture sur le milieu d'isolement sélectif, l'identification de C. jejuni est possible par la mise en oeuvre de ce test. 
Les autres caractères sont étudiés pour confirmation. 

3.4.2. Recherche de Campyhbacter jejuni 
k h e r c h e  de Campylobacter jejuni dans les dendes alimentaires : manipulation 32 I 

-.-- " "  - .. - - 

3.5. Recherche et identification des Listeria 

3.5.1. Méthodologie de l'isolement et de l'identification des Listeria à partir de 
denrées alimentaires par les méthodes traditionnelles 

La recherche de Listeria monocytogenes dans les produits laitiers nécessite au moins quatre phases successives : un e ~ c h i s -  
sement en milieu sélectif, un isolement sélectif et identification présomptive, une confirmation de l'identité de l'espèce. 

3.5.1.1. Milieux d'enrichissement : formule de Fraser 
1 Composition du bouillon de base (Oxoïd Code CM 895) 1 Supplément de Fraser (Oxoïd code SR 156), par flacon : 

- Protéose peptone ................................................ 5 g 
- Tryptone ............................................................. 5 g 
- Extrait de viande de bœuf .................................. 5 g 
- Extrait de levures ............................................... 5 g 
- NaCI ................................................................. 20 g 
- Na,HP04 .......................................................... 12 g 
- Na H,P04 ....................................................... 1,35g 

.............................................................. - Esculine 1 g 
- Chlorure de lithium ............................................ 3 g 
- Eau ......................................................... 1 000 mL 
pH : 7.2 

- Citrate de fer ammoniacal .......................... 0,25 g 
- Acide nalidixique ....................................... 10 mg 
- Acriflavine ............................................... 12,5 mg 

Composition du milieu de Fraser 
Ajouter un flacon de supplément pour 500 mL de bouillon de 
base. 

Composition du milieu de « Fraser demi » 
Ajouter un flacon de supplément pour un litre de bouillon de 
base. 

Tableau 28 - Composition du milieu de Fraser 

Les agents sélectifs sont représentés par l'acide nalidixique, l'acnflavine et le chlorure de lithium. 
D'autres formules existent : le bouillon EB associe l'acide nalidixique, l'acriflavine et la cycloheximide ; le bouillon 
Dominguez associe l'acide nalidixique et la polymyxine. 

Les cultures obtenues sur les milieux d'enrichissement sont ensuite inoculées sur des milieux sélectifs gélosés. 
Dans le cas des produits laitiers, on procède à deux enrichissements successifs : le premier sur un bouillon de << Fraser 
demi », le deuxième sur un bouillon de Fraser. 

3.5.1.2. Milieux de l'isolement sélectif des Listerta 
Milieu Oxford 

Composition de la base gélosée (Oxoïd CM 856) ( Supplément (Oxoïd SR 140E), par flacon : 
- Gélose Columbia .................................................. 39 g 
- Esculine .................................................................. 1 g 

................................ - Citrate ammoniacal ferrique 0,5 g 

- Cycloheximide ................................................... 200 mg 
- Colistine ............................................................... 10 mg 
- Acnflavine ...................................................... 2.5 mg 

................................................................ - Chlorure de lithium .............................................. 

15g  I - Céfotétan 1 mg 
........................................................... PH 7,0 - Fosfomycine 5 mg 

Composition du milieu Oxford 
Ajouter le contenu d'un flacon de supplément à 500 mL de mi- 
lieu gélosé de base. 

Tableau 29 - Composition du milieu Oxford 

La sélectivité de ce milieu est assurée par les cinq constituants du supplément. Les Listeria forment en 24 heures des 
colonies grises ou gris verdâtre, luisantes, d'environ lrnrn de diamètre, entourées d'un halo brun-noir. Après 48 heures 
d'incubation, elles ont 2 mm de diamètre, sont incrustées dans la gélose et présentent une dépression centrale. 
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Milieu Paicam 

Composition de la gélose de base (Oxoïd CM 877) 
- Gélose Columbia .................................................... 39g 
- Extrait de levures ..................................................... 3 g 
- Esculine ................................................................. 0.8g 
- Citrate ammoniacal ferrique .................................. 0,5g 
- Glucose .................................................................. 0,5g 
- Mannitol ................................................................ 10 g 
- Rouge de phénol ............................................... O.OXg 
- Chlorure de lithium ................................................ 1 5 ~  

Supplément (Oxoïd SR 150E), par flacon 
- Polymyxine B ....................................................... 5 mg 
- Acriflavine ......................................................... 2,s mg 
- Ckftazidime ........................................................ 10 mg 

Composition du milieu Palcam 
Ajouter le contenu d'un flacon de supplément, reconstitué avec 
2 mL d'eau stérile à 500 mL de milieu gélosé de base stérilisé 15 
minutes à 115 OC puis refroidi à 50 O C .  

Tableau 30 - Composition du milieu Palcam 

Les colonies de Listeria ont un aspect voisin de celui observé sur gélose Oxford, mais sont de couleur verdâtre. 

3.5.1.3. Critères et méthodes d'identification de LéSteria monocytogenes 
Critères de l'identification du  genre Listeria 

L'identification du genre Listeria s'établit à l'aide des examens suivants : 

- Examen des colonies sur milieu Tsaye 

- Bouillon tryptone soja ................................... 30 g 
............................................. - Extrait de levures 6 g 

- Agar ........................................................ 1 2 à  1 8 g  
pH : 7,2 

Composition du milieu Tsaye (Oxoïd CM862) 

Repiquer en stries les colonies sélectionnées sur les milieux 
sélectifs Oxford ou Palcam. 
Les colonies de Listeria mesurent environ lmm de diamètre, 
elles sont translucides, non pigmentées. Soumises à un éclai- 
rage oblique par-dessous (45", illumination de Henry) et exa- 
minées par-dessus, les colonies de Listeria sont de couleur 
bleue et présentent une surface granuleuse. 

Mirou plan 

Fig. 10 - Illumination de Henry 

- Recherche de la cataiase 
Sur une lame, mettre une colonie en suspension dans une goutte d'eau oxygénée à 3 %. Une réaction positive se traduit 
par la formation de bulles de gaz. Les Listeria sont catalase +. 
- Recherche de la mobilité 
L'examen de la mobilité est réalisé sur une préparation à l'état frais d'une gouttelette de bouillon TSBYE inoculé avec 
une colonie suspecte et incubé à 20-25 OC pendant 8 à 24 h. La mobilité des Listeria est lente, en pirouette ». Déve- 
loppées à une température supérieure à 25 OC, les cultures peuvent ne pas présenter cette mobilité. 
On peut également rechercher la mobilité en inoculant en piqûre centrale une gélose molle de type SIM (Oxoïd CM435). 

- Coloration de Gram 

Tests de confirmation de i'espèce Listeria monocytogenes 

- Caractère hémolytique 
L'hémolyse est mise en évidence sur gélose trypticase-soja au sang de mouton ou de cheval. 
Bien sécher la surface de la gélose avant l'utilisation. Inoculer la gélose par piqûres à partir de colonies prélevées sur 
milieu Tsaye. Incuber à 37 OC pendant 48 h. 
Listeria monocytogenes donne des zones claires, étroites et légères de B-hémolyse. 

- Camp-test 
- Ensemencer chacune des deux cultures de Staph\~lococcus aureus et Rhodococcus equi en une strie simple sur la 

gélose trypticase-soja au sang de mouton, de manière à ce que les deux stries soient parallèles et diamétralement 
opposées. Il est nécessaire que l'inoculum soit étroit et régulier. Pour cela, maintenir, pendant l'ensemencement, 
l'anse perpendiculaire à la gélose ; de façon similaire, et perpendiculairement à ces cultures, ensemencer la souche 
d'essai. de sorte que la touche d'essai et celles de Staphylococcus aureus et Rhodococcus equi ne se touchent pas, 
mais ne soient séparées que de 1 à 2 mm. Plusieurs souches peuvent être testées sur la même boîte. 

- Incuber à 37 OC pendant 18 à 24 h. 
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La réaction est considérée comme positive si l'on observe hylococcus aureus 
une augmentation de la zone de P-hémolyse à l'intersection 
de chacune des souches d'essai et de celles des cultures de 
Staphylococcus aureus et Rhodococcus equi. La réaction avec 
Rhodococcus equi se traduit par la présence d'une large zone 
d'hémolyse (5 à 10 mm) << en pelle ». De petites zones d'hé- 
molyse à l'intersection de la culture d'essai avec celle de 
Rhodococcus equi sont considérées comme négatives. 
Une réaction positive avec Staphylococcus aureus se manifeste 
sous la forme d'une petite zone arrondie d'hémolyse accentuée, 
ne s'étendant qu'à 2 mm environ de la souche d'essai et dans la 
zone légèrement hémolytique due à la croissance de S. aureus. 
Listeria monocytogenes ne donne un Camp-test positif 
qu'avec Staphylococcus aureus. 

- Utilisation des glucides 
Inoculer, avec 0,l mL de culture en TSYE, des bouillons Fig. 11 - Réalisation du Camp-test sur gélose au sang 

protéose-peptone au pourpre de bromocrésol additionnés de 1 % 
des glucides à tester : D-xylose, L-rharnnose, mannitol, D-ri- 
bose. Le virage de l'indicateur traduit l'utilisation des glucides. 
Listeria monocytogenes ne métabolise que le L rhamnose. 
Une alternative est l'ensemencement d'une galerie API Listeria. 

3.5.2. Recherche de Listeria monocytogenes 

3.5.3. Méthode de recherche de Listeria monocytegenes par hybridation 
moléculaire et par utilisation d'une sonde froide (protocole Gene-Trak 
Listeria de Diagnostics nouveaux alimentaires (DNA) 

3.5.3.1. Méthodologie générale 
Après enrichissement sur un milieu sélectif liquide, les cultures sont étalées sur un milieu sélectif gélosé. À partir de 
ces cultures sont préparées des suspensions épaisses qui seront soumises à un double traitement, afin de libérer les 
ARN ribosomaux : 

- prétraitement au lysozyme pour lyser le peptidoglycane de la paroi bactérienne ; 
- traitement avec une solution de soude pour dénaturer les protéines et détruire la membrane plasmique. 

Au terme de cette étape, les constituants bactériens sont libérés, en particulier I'ARN ribosomal libre (les protéines 
sont dénaturées). C'est une séquence nucléotidique de I'ARN ribosomal, spécifique de Listeria monocytogenes, qui sera 
mise en évidence par hybridation, d'une part avec une sonde de détection dont la séquence est complémentaire et marquée 
à la fluorescéine, d'autre part avec une sonde permettant la « capture » du duplex formé. La fixation sur le support est réalisée 
à l'aide d'une séquence oligo dT présente sur la sonde de capture. Après lavage, un anticorps antifluorescéine marqué par une 
enzyme (peroxydase de raifort : HRP) reconnaît la fluorescéine. La révélation sera réalisée par ajout d'un substrat chromogène 
dans le milieu et mesure de l'absorbance du produit coloré de la réaction enzymatique. 

3.5.3.2. Principe de la détection par hybridation moléculaire 
Aprés Iyse des bactéries, deux sondes d'ADN ( sonde de capture et sonde de détection), homologues de deux séquences 
spécifiques d'un ARN ribosomal cible sont mises en présence de la suspension traitée. Si l'échantillon contient Listeria 
monoqtogenes, ces sondes s'hybrident sur des régions adjacentes d'une même molécule d' ARN ribosomal de la bactérie. 

Hybridation de  la sonde de détection 
La sonde de détection comprend 35 à 40 nucléotides complémentaires d'une séquence spécifique de I'ARN ribosomal de 
Listeria monocytogenes ; elle est marquée par la fluorescéine à ses deux extrémités. Elle forme, à 65 OC, une molécule 
hybride avec la séquence d'ARN ribosomal homologue. \ 

Capture de la molécule hybride 
La sonde de capture contient une queue de polyA du côté 3' de la sonde. Son rôle est de capturer les molécules hybrides 
formées (sonde de détection-ARN ribosomal) par hybridation spécifique avec une autre séquence de I'ARN ribosomal 
et de les fixer sur le support par son extrémité poly dA qui s'hybride avec une séquence poly dT préalablement fixée 
sur le support solide (dipstick). Un lavage permettra d'éliminer les sondes non fixées sur le dipstick. 
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Détection par méthode immunoenzymatique 
L'existence de molécules hybrides est révélée par une réaction immunoenzymatique : après fixation, le complexe est 
mis en présence d'anticorps antifluorescéine marqués à la peroxydase. 
Après lavage, l'immun complexe formé est révélé par l'addition d'un substrat chromogène de la peroxydase : la benzidine. 
Une réaction positive se traduit par l'apparition d'une coloration bleue. L'arrêt de la réaction par ajout d'acide sulfun- 
que modifie la coloration qui passe de bleu à jaune et qui sera mesurée par lecture de I'absorbance au spectrophotomètre. 
Les lavages intervenant entre chaque étape sont essentiels à la réussite de la manipulation. 

Préparation de l'échantillon O Lyse des bactéries 

25 g d'échantillon dans 225 mL de milieu de Frazer 
lncubation à 30 OC 24 h 

Isolement de 0,l  mL sur milieu Oxford 

Récupérer les colonies 
et remettre en suspension dans 1 mL de PBS 

Réaction d'hybridation e 
Poly A 
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Fig. 12 - Principe d'une sonde froide utilisant le système Gene-Trak 

3.5.4. Recherche de L&teria monoqtogenes 
u n  produit  laitier par hyb 

manipulation 34. 

3.6. Recherche et identification de Staphylococcus aureus 

3.6.1. Méthodologie de la recherche de Staphylococcus aureus dans un produit 
alimentaire 

3.6.1.1. Principe général 
La recherche de Staphylococcus aureus dans un aliment comprend plusieurs étapes. 

Broyage, homogénéisation et  dilution au 1/10 de l'aliment 



3. Recherche et identification des principaux microorganismes et toxines tespotasables de TZQC 

Enrichissement en bouillon lactosé hypersaié (facultatif) 

....................................................................... - Extrait de viande de bœuf 3 g 
- Peptone de caséine ou tryptone ............................................................... 5 g 
- Protéose peptone ..................................................................................... 5 g 
- Lactose ................................................................................................. 7,5 g 
- Chlorure de sodium ............................................................................... 75 g 
- Bacto-agar ............................................................................................ 0,5 g 
- Eau ................................................................................................ 1 000 mL 

Tableau 3 1 - Composition du bouillon lactosé hypersalé 

La sélectivité du bouillon est due à la propriété des staphylocoques de se développer en présence de 7,5 % de Na Cl. On 
peut aussi utiliser le milieu de Buttiaux et Cantoni. 

Isolement sélectif de la culture obtenue sur le milieu d'enrichissement 
On utilise les propriétés sélectives du milieu de Baird-Parker. 

1 Milieu de base 
- Tryptone ............................................................................................. 10.0 g 
- Extrait de levure ................................................................................... 1,O g 
- Extrait de viande .................................................................................. 5.0 g 
- Glycocolle .......................................................................................... 12,O g 
- LiCl ...................................................................................................... 5.0 g 
- Agar-agar ........................................................................................ 12 à 20 g 
- Eau ................................................................................................. 1000 mL 

Solution de tellurite (stérilisée par filtration) 
- Tellurite de potassium .......................................................................... 1.0 g 
- Eau ................................................................................................... 100 mL 

Solution de pyruvate (stérilisée par filtration) 
- Pyruvate de sodium ............................................................................ 20.0 g 
- Eau ................................................................................................... 100 mL 

Émulsion de jaune d'œuf à environ 20 % 
Utiliser une préparation commerciale. 

I Milieu complet 
- Milieu de base .................................................................................... 90 mL 
- Solution de tellunte de potassium ..................................................... 1,O mL 
- Solution de pyruvale de sodium ....................................................... 5.0 mL 
- Émulsion de jaune d'œuf ................................................................. 5.0 mL 

Faire fondre le milieu de base, le refroidir à environ 50 OC, ajouter les solutions 
en mélangeant soigneusement après chaque transfert. Couler en boîtes de 
Petri à raison de 15 à 20 mL. 

Tableau 32 - Composition du milieu de Baird-Parker 

La sélectivité du milieu lui est conférée par sa concentration en tellurite et par le chlorure de lithium. 

Repérage des colonies suspectes sur le milieu de Baird-Parker 
Les colonies typiques de Staphylococcus aureus sont : 
- typiquement noires, brillantes et convexes (1, à 1,5 mm après 24 h d'incubation, 1,5 à 2,5 mm aprks 48 h d'incuba- 

tion), entourées d'une zone claire qui peut être partiellement opaque ; 
- non caractéristiques : elles sont analogues aux précbdentes, mais dépourvues de zone claire. 

Identification de Stapbylococnrs auretls 
À partir de ces colonies, Staphylococcus aureus est identifié par la recherche de la coagulase libre ou (et) d'un récep- 
teur au fibrinogène. 

3.6.2. Recherche de Stapbylococcw aurew 

1 manipulation 35: 
" - 

3.6.3. Recherche de l'entérotoxine staphylococcique 
1 Recherche de i'entérotoxine staphylococcique dans les produits laitiers par méthode irnrnuno- 1 enzymatique : manipulation 36. 



Recherche de Salmonella 
dans une tranche de viande 

20 000, et le temps d'homogénéisation ne pas excéder 2 min 30. 
Laisser sédimenter 10 à 15 minutes les plus grosses particules, puis prélever, avec une 

Pré- 
enrichissement 

Enrichissement 

Isolements 
sélectifs 

Repérage des 
colonies 

suspectes 

grosse pipette, 20 à 50 mL dans la couche supérieure. On obtient ainsi la suspension mère. 

Incuber la suspension mère pendant 16 à 20 heures à 37 OC. 

Transférer O, 1 mL de la culture obtenue par le préenrichissement dans 10 mL de bouillon 
de Rappaport Vassiliadis et 10 mL de la même culture dans 100 mL de bouillon au sélénite. 
Incuber le premier ensemencement à 42 OC et le deuxième à 37 OC. 

Après 24 à 48 heures d'incubation, étaler le contenu d'une anse de chaque milieu 
d'enrichissement sur deux milieux sélectifs coulés dans une grande boîte de Petri : une 
gélose lactosée au vert brillant et au rouge de phénol, et un deuxième milieu, au choix du 
laboratoire : SS, Hektoen, Rambach.. . On peut utiliser, pour chaque milieu, une grande 
boîte de Petri (diamètre 120 mm) ou deux boîtes de diamètre habituel (90 mm) sur lesquelles 
l'inoculum est épuisé en stries selon la méthode normalisée schématisée ci-dessous. Incuber 
les cultures à 37 OC pendant 18 à 24 heures. 

-r . . . 
... . . .:.:. 
.: . . . :. ... ..% . . :.' ... 

Strie principale 

a, Première boîte 

GJ @ Deuxième boîte 

Technique d'isolement en deux boîtes 

Les colonies suspectes sont repérées par les caractères biochimiques révélés sur le milieu 
d'isolement : lactose et saccharose-, H,S+ ou -. L'identification doit être conduite, à partir 
de chaque isolement, sur au moins 5 colonies. Si l'isolement ne présente pas 5 colonies 
suspectes, les retenir toutes. Chaque colonie suspecte est ensemencée en stries sur une 
gélose nutritive coulée en boîte de Petri. Afin de limiter le nombre de boîtes ensemencées, 
on procédera à un screening >> par une des techniques présentées précédemment. 
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Ensemencement 
d'une galerie 
biochimique 

d'identification 

Lecture des 
caractères 

biochimiques 

Sérotypage 

Si aucune colonie suspecte n'est observée ou si la culture est pauvre, ensemencer à nouveau 
les mêmes milieux d'isolement sélectifs à partir des bouillons d'enrichissement. 
On ensemence : 
- une galerie traditionnelle minimum comprenant les milieux TSI, tryptone-tryptophane, 

à l'urée de Christensen, Clark et Lubs, milieu pour la recherche de la LDC, gélose 
nutritive inclinée (pour réaliser le sérotypage) ; 

- une galerie miniaturisée adaptée (API 20E ou API 10E) 
Incuber 18 à 24 heures à 37 OC. 

Ils permettent l'identification du genre Salmonella. 

Il est réalisé par une technique d'agglutination directe sur lame mettant en jeu les bactéries 
à sérotyper et différents antisérums. Il nécessite : 
- une culture pure de Salmonella sur gélose non sélective (une gélose nutritive inclinée est 

recommandée car l'atmosphère y est plus humide et les flagelles s'y expriment mieux) ; 
- des antisérums spécifiques ; 
- un tableau de Kauffmann White. 
Sont commercialisés : 

Des sérums mélanges O (OMA, OMB, OMC.. .) et des sérums mélanges H 
(HMA, HMB, HMC.. .) dont la composition est la suivante 

Principaux sérums mélanges 

Des sérums monovalents O et H. 

Principaux sérums monovalents 

Technique du sérotypage 
- Déposer une goutte d'antisérum sur une lame de verre parfaitement propre. 
- Mettre en suspension une parcelle de culture de Salmonella de façon à obtenir un trouble 

homogène. 
- Agiter la lame par mouvements lents et réguliers et observer l'apparition ou non 

d'agglutinats bien distincts. Les agglutinats obtenus avec les sérums anti-O sont fins et 
granulaires, difficiles à dissocier, ceux obtenus avec les sérums anti-H sont floconneux 
et faciles à dissocier. 



Conduite du sérotypage 
- Rechercher l'agglutination en eau physiologique. 

Le sérotypage ne pourra être poursuivi qu'en cas de réaction négative. Une réaction 
positive signerait le caractère autoagglutinant de la souche (souche rough) qui, de ce 
fait, réagirait avec tous les sérums. 

- Tester ensuite les sérums mélanges anti-O dans l'ordre suivant : 
- OMA : si l'on obtient une agglutination avec OMA, la souche de Salmonella appar- 

tient à un des groupes A, B, D, E ou L. On recherche alors l'agglutination dans les 
sérums anti-O caractéristiques de ces groupes : 0 4  pour le groupe B, 0 9  pour le 
groupe D, 0 3 ,  10, 15 pour le groupe E ; 

- OMB : on teste ce sérum dans le cas d'une réaction négative dans OMA. Une agglu- 
tination dans OMB signifie que la souche de Salmonella à sérotyper appartient à un 
des groupes C, F, G ou H. On recherche alors l'agglutination dans les sérums anti-O 
caractéristiques de ces groupes : 0 6 , 7 , 8  pour le groupe C, 013,22 et O 13,23 pour le 
groupe G ; 

- 98 % des souches de Salmonella réagissent avec OMA ou OMB. Si l'on n'obtient 
pas de réaction avec l'un de ces deux sérums, il faut poursuivre la recherche avec le 
sérum anti-Vi et, éventuellement, avec les autres sérums mélanges. 

- Après avoir déterminé le groupe et, éventuellement, le sous-groupe, compléter la 
recherche avec les sérums anti-H existants. Utiliser les sérums anti-H correspondant 
aux sérotypes du groupe déjà identifié, en suivant l'ordre de fréquence des sérotypes 
(Voir schéma suivant). 

":in;)ry r ~ . : ~ e ~ , - ~ . ? p ; + ~ ~ E 7 ' # ~ ~ . C I . ~ ~ ~ M M Z .  . . . 
n mone a h s typer 

I 

f 
Vérifier si la souche est autoagglutinable ou non. 
Si elle n'est pas autoagglutinable, poursuivre le sérotypage. 

$- 
Rechercher l'agglutination de la souche dans les sérums mélanges anti-O 

J $- \ 

Rechercher 
l'agglutination dans le 
sérum anti-Vi et dans les 
autres sérums mélanges 

Salmonella d'un groupe 
A, B. D, E ou L. 
Rechercher l'agglutination 
dans 
- 04.5 (groupe B), - 06,7,8 (groupe C), 
- 0 9  (groupe D), - 013,22,013.23 @OUF G )  
- 03 ,  10, 15 (groupe E) 
- 1,2 (groupe A si aucune 
agglutination n'est obtenue 
avec les autres sérums). 

v V 
[~echercher l'agglutination dans les sérums\ Rechercher 

monovalents O correspondant au groupe 
identifié puis l'agglutination avec les 
sérums anti-H correspondants (mélanges, mélanges 
monovalents de la phase 1 et 2) dans l'ordre + Reprendre le 

\de la fréquence des sérotypes sérotypage après 
destruction de 

Se reporter à un tablea bien une Salmonella 
i. ~ * 

Méthodologie du sérotypage des Salmonella 

Salmonella d'un groupe 
C ,  G ,  H ou L. 
Rechercher l'agglutination 
dans 
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Schéma récapitulatif 

Inoculer 
1 0 mL de milieu de Rappaport 100 mL de milieu au sélénite-cystéine 
Vassiliadis avec 10 mL de bouillon de 
avec 0.1 mL de bouillon de préenrichissement 
préennchissernent 

incuber à 42 OC incuber à 35 - 37 OC 
pendant 18 A 24 h pendant 18 à 24 h 

Isoler 
sur milieu au rouge de phénol Isolement sélectif sur un deuxième milieu sélectif 
et au vert brillant (SS, Hektoen, XLD, DCLS, Rarnbach ... 

II incuber à 37 OC incuber à 37 OC 
pendant 20 à 24 h pendant 18 à 24 h 

. . 
Repérer cinq colonies caractéristiques. Repérer cinq colonies caractéristiques. 
Effectuer les tests de discrimination. Effectuer les tests de discrimination. 
Ensemencer une gélose nutritive en b o b  Repérage des colonies Ensemencer une gélose nutritive en boîte 
de Pem pour chaque colonie suspecte suspectes de Petri pour chaque colonie suspecte 

II incuber h 37 OC incuber à 37 OC 
pendant 1 8 à 24 h pendant 18 à 24 h 

Ensemencer. Ensemencer, 
pour chaque colonie suspecte, 

II 
pour chaque colonie suspecte, 

une galerie biochimique une galerie biochimique 

II . ,&; 
incuber à 37 OC incuber A 37 OC 
pendant 18 à 24 h Identification biochimique pendant 18 à 24 h 

et antigénique 
Lire les caractères Lire les caractères 
de la galerie biochimique. 

II 
de la galerie biochimique. 

Identifier le genre Salmonella. Identifier le genre Salmonella. 
Réaliser le sérotypage. Réaliser le sérotypage. 

Schéma récapitulatif d e  l'analyse 
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Identification 
des Escherichia coli entéropathogènes 

par agglutination sur lame 

Principe 
général 

Technique 

Des sérums agglutinants sont disponibles et permettent l'identification des sérotypes ayant 
déjà été signalés dans la littérature comme responsables d'infections intestinales. Les sérums 
commercialisés par les laboratoires EUROBIO sont les suivants : 

Les sérums polyvalents 1 ,2  et 3 qui correspondent aux EPEC 
- sérotypes 0 1 ,026 ,086a ,  0 1 1 1 , O  1 19,0127a et 0128 pour le sérum polyvalent 1 ; 
- sérotypes 044 ,055 ,0125 .0126 ,0146 ,  et 0166 pour le sérum polyvalent 2 ; 
- sérotypes 018,  0 1  14,0142,0151,0157,0158 pour le sérum polyvalent 3. 

Les sérums polyvalents 4 ,5  et 6 qui correspondent aux sérotypes 
entérotoxiques décrits 

- 0 6 , 0 2 7 ,  078 ,0148 ,0159 ,0168  (polyvalent 4) ; 
- 020,  025,  0163, 0 5  13, 0167 (polyvalent 5) ; 
- 0 8 , 0 1 5 , 0 1 1 5 .  0169 (polyvalent 6). 

Les sérums polyvalents 7 et 8 qui agglutinent les bactéries appartenant à des 
sérotypes reconnus comme entéro-invasifs 

- 028ac, 0 1  12ac, 0124,0136,0144 (polyvalent 7) ; 
- 029,  0 143,0152, O 164 (polyvalent 8). 

La recherche est réalisée selon les protocoles classiques de l'agglutination sur lame. Seules 
les réactions franchement positives en 1 minute sont prises en considération. 
Cette méthode présente des limites. En effet, tous les sérotypes potentiellement 
entéropathogènes ne sont pas représentés. Par ailleurs, pour affirmer la pathogénénicité 
d'un sérotype identifié par agglutination sur lame, des tests spécifiques doivent être 
pratiqués. 

C'est celle de toute agglutination sur lame. 
- Préparer, à partir de colonies caractéristiques sur milieu sélectif gélosé (colonies bleues 

sur milieu de Mac Conkey + sorbitol), une suspension bactérienne dense dans de l'eau 
physiologique stérile. 

- Sur une lame propre et sèche, déposer une goutte du sérum à tester. 
- À l'aide d'une ose, prélever une goutte de suspension et la transférer à proximité du 

dépôt d'immun-sérum. 
- Mélanger à l'aide de l'ose, incliner la lame d'avant en arrière et observer l'agglutination. 

On ne tiendra compte que des agglutinations franches, apparues dans un délai de moins 
de 1 minute. Il conviendra de vérifier la non-autoagglutination des bactéries dans l'eau 
physiologique. 



Identification des 
1 Escherichia coli entérohémorragiques O 157 1 

Cu 

par agglutination 
de particules de latex sensibilisées 

C o m p t e  tenu d u  risque infectieux représerité par les souches d'E. coli 
0 1  57, les échantillons doivent être manipulés avec les précautions ap- 

propriées. L'emploi d e  gants à usage unique est recommandé. 

Identification 
dessouches 

d' E. coli 0 1  57 

Cette technique, très simple et précise, est réalisée à partir de colonies caractéristiques 
prélevées sur milieu Mac Conkey- sorbitol (E. coli 0157 ne fermente pas le sorbitol, 
contrairement à à la majorité des souches d'E. coli). On dispose : 
- de latex test : suspension de particules de latex de polystyrène colorées en rouge et 

sensibilisées avec des anticorps anti O 157 ; 
- de latex non sensibilisés. 
Ces suspensions de latex doivent être ramenées à la température ambiante et homogénéisées 
avant utilisation. 

Protocole 
opératoire 

À I'aide d'un bâtonnet, prélever une quantité de 
colonies suffisante pour en couvrir l'extrémité plate. 

1 - Distribution en 
eau physiologique 

Pour chaque échantillon, distribuer une goutte (40 
microlitres) d'eau physiologique dans les deux cercles. 

3 - Homogénéisation 

Mettre en suspension la culture dans l'eau 
physiologique. Couvnr la moitié du cercle. A I'aide 
d'un autre bâtonnet, mettre en suspension une 
quantité équivalente de culture dans l'autre cercle. 

4 - Distribution des latex 
Pour chaque échantillon, ajouter : 
- 1 goutte de I.itex test (sensibilise? dans le premier cercle ; 
- 1 goutte de latex non sensibilisé dans le second cercle. 

- 

5 - Mélange 
Mélanger, à I'aide d'un bâtonnet, le contenu de 
chaque cercle en l'étalant sur toute la surface du 
cercle à réaction. Couvnr la totalité du cercle 

6 -Agitation 

Méthodologie  d e  l'identification des  E. coli O 157 pa r  agglutination des  particules 
d e  latex sensibilisées 

Agiter doucement la carte pendant 30 secondes et lire. 

7 - Lecture 

Latex contrôle Latex test Résultat 
+ - E. coli O 157 
- - Négatif 
+ + Ininterprétable 
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Identification 
des Escherichia coli 0 1 57 

par la recherche des vérotoxines 1 et 2 
(VTI et VT2) 

Principe 
général 

Réactifs 
et matériel 

Préparation de 
l'échantillon 

Protocole 
opératoire 

(laboratoires 
Eurobio) 

La production d'une vérotoxine active sur les cellules Véro (VT) correspond à un autre caractère 
distinctif des E. coli O 157 entérohémorragiques. Deux types antigéniques de vérotoxine peuvent 
être produits : les types 1 et 2 (VT1 et VT2). Des particules de latex sensibilisées avec des anticorps 
anti-VT1 et anti-VT2 sont agglutinées lorsqu'elles sont mélangées à différentes dilutions du 
surnageant de la centrifugation d'une culture agitée en milieu CA-YE (Eurobio) d'E. coli producteurs 
de vérotoxines. Le titre de la toxine correspond à la dilution la plus étendue du surnageant de 
culture donnant encore une agglutination visible. 

Réactifs (laboratoires Eurobio) : 
- latex sensibilisé VT1 ; 
- latex sensibilisé VT2 ; 
- contrôle latex (latex non sensibilisé) ; 
- contrôle vérotoxine 1 ; 
- contrôle vérotoxine 2 ; 
- diluant. 

Matériel : 
- plaques à microtitration (puits en V) ; 
- agitateur pour plaques à microtitration ; 
- compte-gouttes délivrant des gouttes de 25 FL ; 
- diluteurs (25 FL) ; 
- chambre humide. 

Inoculer la souche à étudier dans le milieu de culture CA-YE et pratiquer une culture agitée (120 
à 150 oscillations par minute) à 37 OC pendant 18 à 20 heures. Centrifuger à 3 000 tourslmin. 
Recueillir le surnageant, il sera utilisé pour les tests. 

- Organiser la plaque de façon à ce que chaque rangée comporte 8 puits. Chaque échantillon 
nécessite l'utilisation de trois rangées. 

- À l'aide d'une pipette compte-gouttes, distribuer 25 FL de diluant dans chacun des puits des 
trois rangées. 

- Ajouter 25 PL de l'échantillon à tester dans le premier puits de chaque rangée. 
- À l'aide d'une pipette ou d'un diluteur, reporter 25 yL du mélange de puits en puits (en 

prenant soin de bien homogénéiser avant chaque report), à partir du puits nOl jusqu'au puits 
n07 de chacune des trois rangées. On réalise ainsi une série de dilutions au 112. Laisser le 
huitième puits qui ne contiendra que du diluant. 

- Réaliser les mêmes opérations dans deux autres rangées en utilisant le contrôle vérotoxine 1 
et le contrôle vérotoxine 2. 

- Ajouter : 
- 25 PL de latex sensibilisé VT1 dans chaque puits de la 1" rangée et dans les puits de la 

rangée « contrôle vérotoxine 1 » ; 
- 25 FL de latex sensibilisé VT2 dans chaque puits de la 2" rangée et dans les puits de la 

rangée « contrôle vérotoxine 2 B. 
- Agiter pour homogénéiser. 
- Recouvrir la plaque avec du papier adhésif pour limiter l'évaporation, placer en chambre 

humide pendant 18 à 20 heures. 
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Recherche 
d' Escherichia coli 0 1 57 : H7 

dans une viande 
par la méthode directe Blot Elisa 

Principe 
général 

Protocole 
opératoire 

Révélation 
des colonies 

d'E. coli 
0157 : H7 

La procédure présentée correspond à la méthode TECRA (3M Santé), elle comprend 
deux étapes successives : 
- l'inoculation, pour chaque échantillon, d'un Pétrifilm E. coli avec 1 mL de bouillon 

d'enrichissement ; 
- la détection sur la gélose Pétrifilm des souches 0157 : H7 par mCthode directe Blot 

Elisa sur membrane. 
Les bactéries présentes dans le bouillon d'enrichissement forment des colonies sur le 
Pétrifilm incubé à 42 OC. Leurs antigènes sont transférés sur la membrane de réaction et 
l'empreinte ainsi réalisée est révélée par l'utilisation d'anticorps anti-0157 : H7 marqués 
par une enzyme. Après lavage, l'addition du substrat provoque la libération de produits 
colorés. Les colonies d7Escherichia coli 0157 : H7 apparaissent donc colorées (noires 
dans le cas de la technique utilisée). 

Préparation de l'échantillon 
- Dans un sac Stomacher, mélanger 25 g d'échantillon (s'il s'agit de viande crue) ou 50 g 

(s'il s'agit de viande cuite) et 225 mL de bouillon EC modifié. Homogénéiser 2 minutes 
au Stomacher. 

- Transférer dans un flacon de 1 L. Incuber 6 à 8 heures à 36 OC sur un agitateur réglé à 
100 tours/minute. 

- Diluer au 1/10 dans le tampon phosphate. 
Tryptone .................................................................... 20 g 
Sels biliaires ......................................................... 1,126 g 
Lactose ...................................................................... 5,1 g 
K,HP04 ........................................................................ 4 g 
KH,P04 ..................................................................... 1,5 g 

............................................................................. NaCl 5 g 
H,O ....................................................................... qsP 1 L 

Composition du bouillon EC 
- Ajuster le pH à 6,9 avec de l'acide chlorhydrique 1M. Autoclaver à 121 OC pendant 15 

minutes. 
- Refroidir, puis ajouter 5 mL d'une solution (stérilisée sur membrane) de novobiocine 

à 4 mg/mL à un litre de milieu stérilisé. 

Ensemencement du Pétrifilm (voir manipulation 5) 
Pour chaque échantillon, ensemencer et incuber un Pétrifilm, selon les indications avec 
1 mL de la dilution préparée. Incuber les Pétrifilms à 42 OC pendant 18 h. 

Préparation des réactifs (Kit TECRA) 
- Solution de lavage : reconstituer la solution de lavage avec de l'eau distillée pour obtenir 

3 L de solution. 
- Conjugué : ajouter stérilement 500 mL de glycérol à 50 % au contenu du flacon de 

conjugué. Laisser dissoudre à température ambiante. 
- Témoin positif : reconstituer le témoin positif selon les indications du fabricant. 



- Marquer au crayon, sur l'une des deux faces de la membrane, le numéro de l'échantillon. 
- Remplir au 114 un bécher de 250 rnL avec de la solution de lavage. Placer un disque de 

séparation au fond du bécher. 
- Témoin positif : déposer 5 mL de témoin positif reconstitué sur la face marquée d'une 

première membrane. 
- Prise des empreintes des colonies développées sur Pétrifilm E. coli : 
- soulever doucement le film supérieur du Pétrifilm E. coli incubé. La gélose se décolle 

avec le film, laissant un espace vide circulaire sur le film inférieur. Essuyer, si néces- 
saire, l'espace vide avec un papier afin de retirer toute trace de gélose. À l'aide de 
pinces, placer une membrane active dans la dépression, la face marquée vers le bas ; 

- tracer, à l'aide d'un crayon, trois traits chevauchant la membrane et la barrière de 
mousse blanche. En cas de résultats positifs, ces traits serviront de repères pour 
repositionner la membrane et situer les colonies de E. coli 0157 : H7 ; 

- refermer le film supérieur sur la membrane en évitant de piéger des bulles d'air ; 
- laisser, au moins une minute, la membrane en contact avec la gélose. Soulever en- 

suite le film supérieur et détacher, à l'aide de pinces, la membrane de la gélose. 
- Lavage des membranes : 
- au fond du bécher, placer la membrane témoin sur le disque de séparation en plaçant 

la face marquée vers le haut. Placer un nouveau disque de séparation, puis alterner 
membranes et disques en plaçant toujours la face numérotée vers le haut ; 

- agiter doucement le bécher puis vider la solution de lavage en maintenant membranes 
et disques au fond du bécher. Recommencer les opérations de lavage jusqu'à dispari- 
tion de toute trace de gélose sur les membranes. 

- Révélation des colonies suspectes : 
- remplir à nouveau le bécher à raison de 4 mL de solution de lavage et 4 mL de conju- 

gué par membrane. Utiliser une pipette de précision pour l'addition du conjugué et 
rincer le cône. Incuber le bécher en agitant à 100 tourslmin pendant 30 minutes à 
température ambiante ; 

- vider le bécher et laver les membranes en ajoutant 5 mL de solution de lavage par 
membrane. Vider le bécher. Renouveler l'opération deux fois ; 

- ajouter 2 mL de substrat par membrane. Incuber 15 minutes à température ambiante sur 
agitateur. Pour arrêter la réaction, ajouter de l'eau froide dans le bécher. Vider et recom- 
mencer. Retirer les membranes du bécher, puis les sécher sur du papier absorbant. 

Une réaction positive se traduit par la présence de spots gris-noir sur la membrane. Ces spots 
sont significatifs de la présence de E. coli 0157 : H7. Ils peuvent aussi prendre la forme de 
petits cercles délimitant le pourtour de bulles de gaz associées aux colonies d'E. coli sur 
Pétrifilm. 
Les échantillons ne donnant pas de spots sur la membrane sont exempts de E. coli 0157 : H7. 

Repérer trois taches grises sur la membrane en marquant légèrement la membrane au 
crayon. Placer la membrane sur une surface éclairée, face numérotée vers le bas. Placer le 
Pétrifilm associé sur la membrane de façon à faire coïncider les traits de repérage 
membrane1Pétrifilm. Par transparence, repérer les colonies du Pétrifilm ayant provoqué 
les spots gris-noir. Ouvrir le Pétrifilm et procéder au prélèvement des colonies concernées 
afin de les isoler sur milieu sélectif de Mac Conkey au sorbitol et au 5 bromo-4-chloro-3- 
indoxyl-P-glucuronide. E. coli forme sur ce milieu des colonies blanches (sorbitol et 
glucuronidase négatifs). Réaliser le sérotypage à partir de ces colonies. 
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Recherche et identification 
des vibrions entéropathogènes 

dans les coquillages marins 
(NFV.08024) 

Préparation 
des 

échantillons 

Protocole 
opératoire 

- Laver et brosser les coquillages sous un courant d'eau. Insister au niveau de la charnière 
ou de la zone d'ouverture. 

- Égoutter et passer brièvement la zone d'ouverture de chaque coquillage à la flamme. Ouvrir 
les coquillages près de la flamme, à l'aide d'instruments stérilisés par flambage à l'éthanol. 

- Recueillir les eaux intervalvaires dans un récipient stérile. Introduire la chair des coquillages 
ainsi que les eaux intervalvaires (environ 25 rnL) dans une éprouvette stérile de 100 mL. 

- Transférer dans le sac plastique d'un Stomacher ou le bol d'un homogénéisateur rotatif 
contenant 225 mL de milieu d'enrichissement. Réali5er l'opération de broyage- 
homogénéisation : 1 min pour le Stomacher, 30 secondes à 15 000 tours/min pour 
l'homogénéisateur. 

On obtient une suspension au 1/10. 

Mélanger environ 25 g 
(chair et eaux intervalvaires) (chair et eaux intervalvaires) 
avec 225 mL de milieu salé à la polymyxine avec 225 mL d'eau peptonée alcaline 
Broyer Broyer 
Transférer dans un récipient stérile Transférer dans un récip 

incuber 7 à 8 h Isolement sélectif '' ~ncuber 7 à 8 h 
ah a 35 OU 37 OC 

Isoler sur milieu Isol 
TCBS TSAT TCBS TSAT 

d 
Repérer cinq colonies caractéristiques 

d 
Repérer cinq colonies caractéristiques 

Ensemencer, pour chaque colonie suspecte Repérage des colonies Ensemencer, pour chaque colonie 
une gélose nutritive salée suspectes suspecte une gélose nutntive salée - 
en boîte de Petri. en boîte de Petri. $! 

incuber à 35 ou 37 "C iric~iber j. 35 ou 37 OC 
pendant 18 à 24 h pendant 18 à 24 h 

Réaliser, pour chaque c haque colonie suspecte, 
les tests présomptif\, les tests présomptifs, 
et ensemencer une galerie biochimique et ensemencer une galerie biochimiq~ie 

incuber à 35 ou 37 OC incuber à 35 ou 37 "C 
pendant 18 à 24 h Identification biachimique pendant 18 à 24 h 

et antigénique 
Lire Lire 
les caractères de la galerie biochimique les caractères de la galerie biochimique 
et réaliser l'identification et réaliser l'identification 

Méthodologie de la recherche de vibrions entéropathogènes dans les coquillages marins 



Recherche de Campylobacter jejuni 
dans les denrées alimentaires 
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Mode 

opératoire 

Milieux 

Enrichissement en milieux liquides 
- Réaliser deux suspensions mères diluées au 1/10 en mélangeant une masse m de l'aliment 

à analyser (si nécessaire pratiquer un broyage-homogénéisation) à : 
- 10 m rnL de milieu de Preston pour le premier enrichissement, incuber à 42 OC en 

atmosphère micro-aérophile ; 
- 10 m mL de bouillon de Park et Sanders pour le deuxième enrichissement, incuber 

4 heures à 32 OC, puis ajouter 5 %O de la solution d'antibiotiques B dont la formule 
est donnée ci-après. 

- Incuber à nouveau 2 heures à 37 OC, puis 4 heures à 42 OC, en atmosphère rnicro- 
aérophile. 

Milieu de 
Preston 

Milieu de Park 
et Sanders 

Milieu de base 
Extrait de viande ....................................................... 10,O g 
Peptone ..................................................................... 10,O g 
Chlorure de sodium .................................................... 5,o g 

.................................................................... Agar-agar 1 ,O g 
Eau ....................................................................... 1 000 mL 
Solution d'antibiotiques 

.................................................. Polymyxine B 100 000 UI 
Rifampicine .............................................................. 0,2 g 
Lactate de triméthopnme ........................................ 0,2 g 
Cycloheximide ............................................................ 2,o g 
Éthanol à 95 % .......................................................... 50 mL 

Dissoudre les composants dans l'éthanol et compléter à 20 mL dans 
une fiole stérile avec de l'eau. 
Stériliser par filtration. 

Préparation du milieu de Preston, répartir : 
Milieu de base ......................................................... 940 mL 
Sang de cheval lysé stérile ........................................ 50 mL 

............................................ Solution d'antibiotiques 10 mL 

Milieu de base 
........................................................................ Tryptone 10 g 

Peptone pepsique de viande .......................................... 10 g 
Glucose ...................................................................... 1,O g 
Extrait de levure ........................................................... 2,o g 
Citrate de sodium ......................................................... 1 ,O g 

..................................................... Chlorure de sodium 5,O g 
...................................................... Bisulfite de sodium 0,l g 
................................................... Pyruvate de sodium 0,25 g 

....................................................................... Eau 1 000 mL 



lsolement 

Sélection des 
colonies et 
purification 

Solution d'antibiotiques A 
Vancomycine ............................................................... O, 1 g 
Lactate de triméthoprime ............................................. O, 1 g 
Bouillon Brucella ..................................................... 50 mL 

Préparation du milieu de Park et Sanders, répartir : 
Milieu de base ......................................................... 955 mL 

............................................... Sang de cheval stérile 50 mL 
.............................................. Solution d'antibiotiques 5 mL 

Solution d'antibiotiques B pour milieu de Park et Sanders 
Céfopérazone ............................................................. 0,32 g 

................................................................ Cycloheximide l g  
Bouillon Brucella ..................................................... 50 mL 

lsolement direct 
Lorsque les produits analysés sont susceptibles de contenir une quantité importante de 
Campylobacter thermotolérants, on procède, parallèlement aux enrichissements, à un isolement 
direct en ensemençant une anse de la suspension en milieu de Preston sur un milieu de Skirrow 
et un autre milieu sélectif. On incube en atmosphère micro-aérophile pendant 18 heures. 

lsolement à partir des enrichissements en milieux liquides 
- Étaler, sur deux boîtes de milieu de Skirrow : 
- une anse de la culture obtenue sur milieu de Preston ; 
- une anse de la culture obtenue sur milieu de Park et Sanders. 

- Répéter l'opération sur un autre milieu sélectif. 
- Parallèlement, répartir 8 gouttes de la culture obtenue sur milieu de Preston, à la surface d'une 

membrane filtrante préalablement déposée sur une gélose nutritive au sang, supplémentée par 
le mélange FBP (sulfate de fer, métabisulfite de sodium, pyruvate de sodium). 

Gélose au 
sang 

supplémentée 

Milieu de base ....................................................... 950 mL 
Sang de cheval lysé stérile ........................................ 50 mL 
Supplémént FBP ......................................................... 1 mL 
Supplément FBP 

............................................................... Sulfate de fer 2,5g 
Pyruvate de sodium .................................................... 2,5g 
Métabisulfite de sodium ............................................. 2,5 g 
Eau ............................................................................ 10 mL 

Stériliser par filtration 

- Après 30 minutes de contact, lorsque le liquide a traversé la membrane, retirer cette 
membrane avec une pince stérile. 

- Incuber l'ensemble des boîtes en atmosphère micro-aérophile à 42 OC. 

- Après 24 heures, ou plus fréquemment 48 heures d'incubation (parfois 3 ou 4 jours), 
rechercher la présence de colonies caractéristiques. Sur gélose de Skirrow, les colonies 
sont petites, lisses, convexes, translucides, non pigmentées, non hémolytiques, ayant 
parfois tendance à s'étaler. Sur gélose au sang supplémentée, ces bactéries apparaissent 
sous la forme de colonies grisâtres, petites, translucides, parfois irrégulières. 

- Prélever au moins 5 colonies suspectes sur l'isolement direct ou après enrichissement. 
S'il y en a moins de 5, retenir toutes les colonies. 

- Mettre en suspension chaque colonie suspecte dans 1 mL de bouillon Brucella. Examiner 
chaque suspension à l'état frais et retenir celles présentant des bacilles incurvés dont le 
déplacement est observé en vrille. 

- Ensemencer, avec chaque suspension, une gélose Columbia au sang de mouton (5 %). 
- Incuber à 42 OC pendant 24 heures en atmosphère micro-aérophile. 
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Identification À partir des cultures pures obtenues sur gélose Columbia au sang, identifier le genre 
Campylobacter par ses caractères microscopiques, la recherche de la catalase et de l'oxydase 
et identifier l'espèce par l'étude de ses caractères biochimiques et culturaux (Voir tableau 
27page  182). 

Schéma récapitulatif 

Enrichissement sur milieu de Skirrow 

Bouillon de Pres 
42 O C ,  18 h Bouillon de Pdrk et Sanders, 
en atmosphère micro-aérophile 

Ajouter 5 %O d'antibiotiques B 

:-MM+~S* - Incubation 42 O C  

Milieu de Skirrow 
+ autre milieu d'isolement au choix 
Incuber 24 a 48 h à 42 "C 

Gélose au sang, supplémentée, 
avec membrane filtrante. 

Repiquer riririi Répartir 8 gouttes sur la membrane, 
5 colonies caractéristiques - laisser 30 min à la température ambiante, 
en bouillon Brucella. retirer la membrane et incuber à 42 O C  en 

atmosphère micro-aérophile. 

gélose Mueller-Hinton au sang de mouton 
+ disques de céphalotine et d'acide nalixidique, 
gélose TSI, gélose Mueller-Hinton au sang 
incubées à 42 O C ,  37 O C  et 22 O C  

Rechercher la capacité à hydrolyser I'hippurate 

Méthodologie d e  la  recherche des Campylobacter 
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Recherchede Listeriamonocytogenesdans 
les produits laitiers par la methode 

traditionnelle normalisee 
AFNOR V 08455 

Prise d'ssai 'haltemen& 

Lait sec. poudre de lactoserum, b a b e m  25mL Ajouter 225 rnL de milieu d'enrichisse- 
en poudre, lactose, cadine, casdinate rnent, rntlanger. 

225 mL de m~lieu d'ennchissement. Dis- 

Faire fondre 1'6chantillon B Tntroduire dans le p d' un broyeur renfer- 
45°C. rnant 225 mL de m ~ l i w  d0enrich~\sement 
M e v e t .  25mL avec une pi- pr6chauff6 B 37 T. 
pettepdlablement chauff6e Homog6n6iser pendant 
$45"C. 1 minute. 

203 

Prhparation 
dea 

Bchantillons 

La taille minimale de l'dchantillon est de 200 g ou 200 mL. 

Lalt 
Agiter vigoureusement l'tchantillon afin d'assurer une dpartition aussi uniforme que 
possible des microorganismes, en retournant 25 fois le k i p i e n t  contenant l'dchantillon. 
I1 faut eviter la formation de mousse, ou la disperser si elle se forme. L'intervalle de temps 
entre le melange et le prelkvement de la prise d'essai ne doit pas exceder 3 minutes. 

Lait sec, poudre de lactoserum, babeurre en poudre, lactose, ca&ine et 
caseinate 

MClangec soigneusement le contenu du dcipient fern6 en le secouant h plusieurs reprises. 
Si le rkcipient est trop rempli, transfkrer dans un dcipient plus grand. 

Beurre 
Fa~re fondre l'ichantillon dans un bain d'eau maintenu 21 45 "C. Agiter pendant la fusion 
et 8ter le skcipient du bain d'eau d2s que l'dchantillon est fondu. 

Fromage 
L'BchantilEon de labomtoire peut consister en un morceau de la pite et de la crofite. 

Glaces de consommation 
Proekder c o m e  pour le burre, mais utiliser un bain d'eau maintenu h 37 'C au maximum 

Laits fermentes, yaourts, flans et desserts 
Milanger le contenu du rkipient fermC en l'agitant et en le retournant h plusieurs reprises, 
ou ouvrir le Aipient et mklanger le contenu aseptiquement en utilisant une spatule ou une 
cuill&re stdrile. 
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Traitements 

Introduire dans un flacon renfermant 
225mL de milieu 
d'enrichissement Mélanger. 

Introduire dans un flacon bouché con- 
tenant des billes de verre et 225 mL 
de milieu d'enrichissement. Mélanger 
en agitant. 

Nature d e  l'échantillon 

Glaces 

Laits fermentés, yaourts, 
crèmes anglaises et desserts 

Schéma récapitulatif 
% 

Pnse d'essai (25 g ou 25 mL) 
+ 

225 mL de milieu d'enrichissement "Fraser demi" 

Incuber à 30 OC, 0,l mL de bouillon il « Fraser 7 demi » Incubation supplémentaire 
+ 10 mL de bouillon Fraser 37 OC pendant 24 à 48 h 

II 
Ensemencer en stries 

II 
Ensemencer en stries 

sur gélose Oxford sur gélose Oxford sur gélobe Oxford 
ou Palcam (boîte no 1) ou Palcam (boîte n02) ou Palcam (boîte n03) 

Incuber à 37 OC, 
48 h II 

Sélectionner 5 colonies caractéri ueb pour chacune des boîtes 
Ensemencer ces colonies sur milieu Tsaye. 

Incuber à 37 OC, 
24 h (ou plus si nécessaire) II 

Réaliser les tests d'identification : Gram, recherche de la mobilité, Camptest, action 
sur les glucides ou ensemencement de galeries API Listeria 

Identifier en se reportant aux tableaux de caractères 

Méthodologie de  la recherche des Listeria 

Modalités d e  l'enrichissement primaire 

Prise d'essai 

Faire fondre 
l'échantillon. Prélever 
25mL à la pipette. 

2% 
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Recherche de Listeria monocytogenes 
dans un produit laitier 

par hybridation de sondes froides 

Préparation de 
I'échantillon et 

enrichissement 

Isolement sur 
milieu sélectif 

Préparation d'une 
suspension 

dense 

Préparation des 
réactifs et du 

matériel 
nécessaires a 

la manipulation 

Réalisation de 
l'hybridation et 

évaluation de 
l'activité 

enzymatique liée 

Prétraitement et 
traitement des 
échantillons et 
des 

Mélanger stérilement 25 g de lait avec 225 mL de bouillon d'enrichissement pour Listeria, 
tamponné au phosphate (ME). 
Incuber 24 heures à 35 OC. 

Composition du 
milieu 

d'enrichissement 

Milieu trypticase-soja ................................................ 30,O g 
Extrait de levure ........................................................... 6,O g 
KH2P04 ...................................................................... 1'35 g 
Na2HP04 ...................................................................... 9'6 g 
Eau distillée ............................................................. qSP 1 L 
Acriflavine ................................................................. 15 mg 
Acide nalidixique .................................................... 40,O mg 
Cycloheximide ........................................................ 50,O mg 

Mélanger les 5 premiers ingrédients et autoclaver 15 minutes à 121 OC. Ajouter, au moment 
de l'utilisation, les 3 composants supplémentaires au milieu autoclavé. 

Étaler la culture obtenue sur milieu d'enrichissement à la surface d'un milieu Oxford, à 
l'aide d'un écouvillon imbibé. Incuber à 35 OC pendant 24 heures. 
Avec un écouvillon stérile, recueillir la culture obtenue sur le milieu Oxford. Mettre cette 
culture en suspension dans 0,75 mL de tampon phosphate en agitant énergiquement 
l'écouvillon dans le tampon pendant quelques secondes. 

- Préparer les réactifs de prétraitement et de lyse ainsi que la solution de substrat chromogène, 
comme il est indiqué par le fabricant. Ces réactifs restent stables 60 jours stockés à - 20 OC. 

- Préparer des séries de tubes à hémolyse pour chaque test et chaque contrôle. Prévoir 
tubes étiquetés : 

- 1 tube test étiqueté T ; 
- 5 tubes de lavage L ; 
- 1 tube enzyme-conjugué EC étiqueté EC ; 
- 1 tube substrats chromogène SC étiqueté SC. 

- Répartir : 
- la solution de lavage à raison de 4 mL dans chaque tube L ; 
- la solution enzyme-conjugué préparée à raison de 0,75 mL dans le tube EC ; 
- la solution substrat chromogène préparée à raison de 0,75 mL dans le tube SC. 

Travailler en parallèle sur les échantillons à tester et les contrôles positif et négatif. 

Prétraitement 
- Distribuer 0,5 mL de la suspension dense dans le tube T. 
- Ajouter 0,l mL de réactif de prétraitement (lysozyme). 
- Agiter quelques secondes. 
- Incuber 15 minutes à 37 OC. 
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Hybridation 

Caractérisation 
et 

quantification 
des 

hybrides 
sur le dipstick 

Interprétation 
des résultats 

Traitement 
- Ajouter 0,l mL de réactif de lyse (NaOH) dans chaque tube T. 
- Agiter quelques minutes. 
- Incuber 15 minutes à 37 OC. 

• Préparation de la sonde de capture pendant la seconde incubation de 15 minutes 
- Rincer 2 à 3 minutes chaque dipstick dans la solution de lavage : tube LI. 
- Égoutter l'extrémité du dipstick sur du papier absorbant (ne pas toucher l'extrémité du 

dipstick avec les doigts, le tenir par l'embout plat). 

Détection des séquences d' ARN ribosomal spécifiques et capture des 
molécules hybrides 

- Sortir le tube T du bain thermostaté. 
- Ajouter 0,l mL de sonde Listeria rnonocytogenes dans chaque tube T. 
- Placer le dipstick dans le tube T. 
- Mélanger en soulevant et abaissant le dipstick 5 fois. 
- Incuber le tube T avec le dipstick 60 minutes à 65 OC. 

Lavage 
- Laver le dipstick dans un tube L déjà placé en bain thermostaté à 65 OC une minute en 

agitant. 
- Laver à nouveau, de la même façon, le dipstick dans un tube L à température ambiante. 
- Égoutter le dipstick sur papier absorbant. 

Fixation de l'enzyme conjuguée sur les molécules hybrides 
- Transférer le dipstick dans le tube E C. 
- Incuber 20 minutes à température ambiante. 

Évaluation de l'activité enzymatique fixée 
- Laver le dipstick successivement dans deux tubes L, à température ambiante, en agitant 

doucement 1 minute à chaque lavage. 
- Égoutter le dipstick sur papier absorbant. 
- Transfèrer le dipstick dans le tube SC. 
- Incuber 20 minutes exactement, à température ambiante. 
- Retirer et jeter le dipstick. 
- Dans le tube SC, ajouter 0,25 mL de réactif d'arrêt (H,SO, : 2 mo1.L-'). 
- Transvaser le contenu du tube SC dans une microcuve de spectrophotomètre et lire 

l'absorbance à h = 450 nm contre un << blanc >> (0,75 mL de substrat chromogène et 
0,25 mL de réactif d'arrêt). 

Valeurs des contrôles 
- Contrôle positif : la valeur d'absorbance doit être supérieure ou égale à 1,OO. 
- Contrôle négatif : la valeur d'absorbance doit être inférieure ou égale à 0,15. 
Valeurs des tests 
- Une valeur d'absorbance inférieure ou égale à 0,10 indique l'absence de Listeria 

rnonocytogenes. 
- Une valeur d'absorbance supérieure à 0,10 indique la présence de Listeria rnonocytogenes. 



1 Recherche de Staphylococcus aureus dans / 5 C 

une gélatine alimentaire 
Norme NF V 59-1 05 

Préparation de 
la solution 

d'essai 

- Peser aseptiquement 20 g de l'échantillon. 
- Transférer la prise d'essai dans un flacon stérile de 500mL à large ouverture, contenant 

180 mL de tampon phosphate de composition suivante : 

Na2HP0,, 12H20 ............................................. 9,O g 
KH,PO, ............................................................. 1,5 g 
Eau ............................................................ 1 000 mL 

- Agiter pour disperser. 
- Laisser la gélatine absorber du diluant pendant environ lheure à la température ambiante. 

Ce temps est prolongé, si nécessaire, jusqu'à trois heures maximum. 
- Placer le flacon dans un bain d'eau réglé à 45 OC, afin de dissoudre la gélatine. 
- Homogénéiser par agitation douce. Le séjour au bain d'eau ne doit pas dépasser 1 heure. 
- On obtient ainsi une solution d'essai au 1/10. 

Enrichissement Transférer 1 mL de la solution d'essai dans un tube contenant 19 mL du milieu 
d'enrichissement. 

Isolement 
sélectif 

- Ensemencer en stries une anse du contenu de milieu d'enrichissement à la surface d'un 
milieu de Baird-Parker. 

- Incuber à 37 OC pendant 24 à 48 heures. 

Repérage des 
colonies de 

Staphylococcus 
aureus 

- Prélever cinq colonies typiques et (ou) non caractéristiques et les transférer chacune 
dans un tube de bouillon cœur-cervelle. 

- Incuber à 37 OC pendant 20 à 24 heures. 
- - 

Identification 
de 

Staphylococcus 
aureus 

- - - - - - - - - 

- Ensemencer 0,3 mL de plasma de lapin avec 0,l mL de chaque culture en bouillon 
cœur-cervelle. 

- Examiner la coagulation du plasma après 4 à 6 heures d'incubation à 37 OC. La réaction 
est considérée comme positive lorsqu'on observe un coagulum occupant les 314 du volume 
initial de plasma. 

- À titre de contrôle, ensemencer 0,l  mL de bouillon cœur-cervelle stérile dans 0,3 mL de 
plasma de lapin. On ne doit pas observer de coagulation (sinon les tests effectués ne 
pourront être validés). 

Une alternative consiste à rechercher directement, à partir des colonies suspectes prélevées 
sur le milieu de Baird-Parker, la présence d'une coagulase liée (récepteurs au fibrinogène) 
par une réaction d'agglutination sur lame. 

1 Expression des 
résultats 

Ils sont rendus sous la forme : présence ou absence de Staphylococcus aureus dans 0.1 g 
de gélatine. 
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Recherche de I'enterotoxine 
staphylococcique dans les produits laitiers 

par methode immunoenzymatique 
MethodeTecra (kit Tecra Set, Societe 3M) 

Principe de la 
methode 

Preparation des 
echantillons 

Preparation des 
reactifs 

I1 s'agit d'une re'action EIA (Enzymatic Immuno Assay) de type sandwich (voir 2.2) 

Les e'chantillons font l'objet de traitements pre'alables ayant pour but l'extraction aqueuse 
de l'ente'rotoxine. Ces traitements doivent Ctre prdfkrentiellement rCalisCs le jour de 
l'analyse. Le stockage des extraits obtenus ne doit pas excdder une nuit B + 4 OC. 

Poudre de lait 
- Reconstituer 10 g de poudre de lait avec 50 mL de tampon Tris (0,25M, pH : 8). Agiter. 
- Ajouter 50 mL de complCment B 5 mL de lait reconstitud. Agiter. Utiliser 200 rnL pour le test. 

Lait 
- PrClever 5 mL. Ajuster le pH B 7-8. Ajouter 50 mL de compliment. Agiter. Utiliser 

200 mL de solution pour le test. Ve'rifier le pH (7-8). 
- Ajouter 50 mL de complCment et agiter. Utiliser 200 mL de solution pour le test. 

Fromages 
- Me'langer 10 g d'e'chantillon et 20 mL d'eau distille'e de'sioniske. Agiter 3 min environ. 
- Ajuster le pH B 4 avec HCl concentre'. Centrifuger l'e'chantillon 10 min B 1 000-3 000 g. 
- Filtrer le surnageant B I'aide d'une seringue filtre coton. Recueillir 5 mL d'eluat et ajuster le pH 

B 7-8 avec de la soude. Ajouter 50 mL de comple'ment. Utiliser 200 mL de solution pour le test. 

Culture pure de Staphylococcus aureus 
- lncuber la souche une nuit h 35-37 OC en bouillon caeur-cerveau. Centrifuger la culture 

B faible vitesse. 
- Recueillir 5 mL de surnageant et ajouter 50 mL de comple'ment. Utiliser 200 mL 

d'echantillon pour le test. 

Solution de lavage 
- Diluer la totalite' du liquide de lavage concentre dans deux litres d'eau distillCe ou 

de'sionise'e. La solution de lavage est aussi utilisee pour reconstituer le te'moin positif. 

Reconstitution du temoin positif 

ATTENTION ! 
Le temoin positif contient une entkrotoxine staphylococcique. Manipu- 
ler avec precaution. 

Le te'moin positif doit Ctre reconstitue' extemporane'ment le jour du test en pre'parant une 
dilution au 1/100 en solution de lavage (50 mL de te'moin + 5 mL de solution de lavage). 
Utiliser des tubes en polypropylene pour la dilution, car la toxine peut se fixer sur le verre ou 
le polystyrene et rkduire ainsi la concentration du te'moin positif. Le te'moin doit Ctre reconstitue' 
B chaque essai ou se'rie. Les solutions non utilise'es seront Climine'es dans l'eau de Javel. 







CHAPITRE VI 

HYGIENE DES LOCAUX, DU MATERIEL 
ET DU PERSONNEL 

Avec la parution du decret no 71-636 du 21 juillet 1971, les professionnels exeqant une activitk de production et de 
comn~ercialisation des denrkes anirnales devaient appliquer une rkglementation prkcise concernant les regles d'hy- 
giene (hygiene du personnel, des manipulations, des locaux). 
Le contr6le microbiologique du produit fini selon les crit5res rkglementaires fixks par 1'arrEtt du 21 dkcembre 1979 
permettait de vkrifier l'hygikne globale de fabrication. 
Pendant de nombreuses annkes, ce mode de gestion des risques alimentaires lik B des textes rkglernentaires 0 fait des 
professionnels des responsables passifs et a freink l'kvolution des techniques. 
En 1993, la directive 93143lCEE a rnis en place un systeme plus ouvert et Lvolutif, aussi bien pour l'innovation technolo- 
gique que pour la maitrise des risques lids B l'alimentation, faisant dorknavant des professionnels des responsables actifs. 
Ainsi, le professionnel, pour une entreprise donnke, un site de production donne et un type de production donnk doit 
fixer des regles d'hygikne en fonction des risques et des objectifs a atteindre et s'assurer de leur eficacitk en mettant en 
place des autocontr6les fondCs sur les principes de la mkthode HACCP (Voir chapitre I). 

L'essentiel ttant la maitrise des cc points critiques n dkterminants pour la skcurite alirnentaire tout au long de la chaine 
de transformation, i l  est ntcessaire de contr6ler l'apport de microorganismes pouvant &tre attribuk : 

- B l'air ambiant ; 
- aux surfaces des locaux et du matkriel ; 
- au personnel. 

Classement des locaux en zones de sensibilitd 

Les locaux des usines agroalimentaires sont classks en zones de sensibilitk, selon les opkrations effectuCes sur le produit. 
Le classement en zone inerte, sensible ou ultra-sensible correspond B l'tvaluation des risques de biocontaminations. 
La maitrise de la biocontamination B chaque ktape d'klaboration du produit impose des niveaux d'hygikne pour l'air, 
les surfaces et le personnel. 

1.1.  Zone inerte (zone A risque faible ou moyen : niveau 1) 
En gtnkral, le produit n'est pas en contact avec l'air (sauf pour les zones de cuisson). L'air distribut dans ce type de 
zone sera, si nkcessaire, B temptrature et hygromktrie contr6lkes. 
Les cas sont les suivants : 

- zones de rkceptionlstockage de matieres premieres (produits emballks ou en bacs) B basse tempkrature ; 
- zones de rkceptionlstockage des matikres premieres seches (Cpices.. .) avec classement hygromktrique ; 
- zones de cuisson ; 
- zones d'emballagelencartonnage des produits prkconditionnCs. 

1.2. Zone sensible (zone A risque ClevC : niveaux 2 et 3) 
En gtnCral, les optrations sur le produit sont realiskes B l'air libre dans des salles propres. I1 s'agit, en zone sensible, de 
classe d'empoussiitrement, 350 000 et 3 500 000 (norme rkviske Fkdkral Standard 209 E, publike en 1992). 



Niveau de risque 2 
- Contr6Ie de l'empoussikrement 

+ 3 500 000 particules de Q,5 d m 3  + moins de 350 germesJm3 ; 
- Nettoyage et ddsinfection 

-+ 5 2 mEcroorganismes/cm2 ; 

Niwau de risque 3 
- ContrGIe de l'empoussibsement 

+ 350 000 particules de 0,5 d m 3  4 moins de 35 gemes/m3 ; 
- Nettoyage et ddsinfection 

+ I 0-2 microorganisme/cm2. 

Les cas sont les suivants : 
- tranchage, ddcoupe, transformation de produits (viande par exemple) ; 
- prdcondrtionnement (pouvant tgalement ebe class4 en zone ultra-sensibIe selon le type de produit considdrd). 

1.3. Zone ultra-sensible (zone A risque tr&s Bevd : niveau 4) 
Zone dans laquelle le produir est sendu t d s  sensible aux b~ocontaminations suite aux ophtions qui lui son1 applfqu6es 
ou aux manipulations humaines. Dans ce type de zone microbiologiquement maitride, les r&gles sont saictes et COG- 
teuses : 
- dpuration de l'air ; 
- contr8Ie & l'empoussi~rement de classe 3 500 (ED 209 E) soit : 

+ 3 500 particules de 0,5 pmlm3, + moins de 0,35 gemelm3 ; 
- nettoyage et dksinfection 4 moins de 0,2 microorganisme/crn2 ; 
- cantr6le des contaminations par les entrants et sortants ; 
- contr6le de l'accks du personnel ; 
- tenues vestimentaires approprikes ; 
- importance de la formation du personnel. 

Les hottes h flux laminaire sont une solution moins ondreuse mais ne sont utilisables que dans le cas oh les opdrations 
de transformation peuvent se faire sur un plan de travail. Le local sera alors classd en zone sensible. 
Ls cas sont les suivants : 

- zones de broyage (steaks hachis.. .) ; 
- zones de sortie de refroidissement avant pdconditionnement (le produit doit &tre refroidi it une ternpe'rature 

5 10 OC en moins de 2 heures) ; 
- zones d'assemblageJp~onditionnement (plats cuisin6.. .). 

2.1. Contamination de I'air 
Lair est un important vecteur de contaminations en milieu industriel pour 3es aliments non protdgks par un ernballage. 

2.1.1. Flore microbienne de I"air 
L'air est un v6hicule qlli transpork des rnicroorganismes sur des particules de tailles diffkrentes, provenant de milieux 
naturels (sols. eaux.. .), des plantes, des animaux et de I'homme. 

2.1.1.1. more saprophyte 
Cette flore de base est constituk par les germes de l'environnement, composis de quelques bactiries et de spores de 
champignons microscopiques. Elle est retrouvk constamment dans les pr6lkvernents sur un milieu de culture sstandwd. 
Les bactdries retrouvdes rt5gulikrernent dans les pn5l2vements d'air sont des bactdries h Gram podtif, gtdsaIement les 
plus dsistantes dans le milieu exdrieur : Micrococcus ou bacilles sponhks cornme les Bacillus. 
La floe mycdienne est t&s &vesifike et plus abondanteen &ti et en automne (Peniciliim,AspergilLus, Mucar, Airernaria, 
Botytis). Des levures appmenant aux genres Rhndotorula. Pichiu, Kloeckera peuvent kgalement Ctre renconm5es. 



2.1.1 2. Flore accidentelk d'origine humaine, animale ou hydro-tellutique 
Cette flore vient surcontaminer la flore de base. 

Les micmrganismes d'origine humaine ou animale peuvent se diviser en deux groupes : 
- ceux dont la dude de vie sera limit& dans le milieu extdrieur et qui seront rarernent rebouvks dans les pdkve- 

ments (virus et bactiries fmgiles) ; 
- ceux capables de survivre pendant un temps plus ou moins prolongd dans le milieu extdrieur et qui sertlnt les 

indicateurs d'une contamination d'origine fkcale (E. coli, Enrerococcus ...), rhinopharyngee ou cutan& 
(S~aphylocaccus, Neisseria, Corynebacrerium). 

Les microorganismes d'origine hydro-tellurique (bactdries telles que Pser~domonas, Fluvubacterium, Acinetobacrer, 
charnpignons micmscopiques et leurs spores) ont une vie indtpendante de la prdsence humaine. Ils proliRrent avec 
padois de faibles quantitds de substances autritives (Pseudomonus). 

La dttection de cette flore accidentelle ndcessite souvent l'utilisation de milieux spfcifiques. 

2.1.2. Supports microbiens 
Les m i ~ ~ ~ ~ r g a n i s m e s  de I'air sont port& par les peussitres atmosphkriques et les particules d'origine humaine ou 
animale. 

2.1.2.1. PoussiCres atmosphdriques et adrosols 
L a  micmorganismea, ayant une taille variant de 0,5 h 10 pm, peuvent Etre v6hiculCs par la quasi-totalitt des pussit- 
res. A tout moment, ils suivent le sort des poussihes : il est donc t&s important d'kliminer ces dernikres avant toute 
ddsinfec tion. 
Des a6rosols microbiens, provenant par exernple d'un circuit de climatisation, peuvent contaminer I'air de manitre 
continue ou discontinue. 

2.1.2.2. Particules d'origine humaine ou animale 
Ces particules peuvent Ctre les suivantes : 
- squmes : chaque individu disdmine 3.10' particules de peau par jour. Ces fragments de cellules epithtliales cuta- 

nks, d'une tztille moyenne de I5 pm, sont porteuses de bactdries ou de charnpignons microscopiques ; 
- gouttelettes d'expectoration : 

- macrogouttelettes de Eliigge : ces particules kmises Ion  de la parole ont un diamhtm de 1 ou 2 p. Elles ddirnentent 
rapidement avec un temps de I'ordre de 1 secande pour une hauteur de 2 mkb-es ; . 

- microgouttelettes drnises par les voies respiratoires de l'homme au cours de la toux ou de 1'Etemuement : elks 
ont un diam8tre de l'ordre de 2 h 3 prn. El les sont pmjetks !&s grande vitesse dans l'air et peuvent sgdirnenter 
suit en quelques secondes, soit en plusieurs dizaines de secondes. 

Les ksidus secs, issus des gouttelettes d'expectoration tvapodes, constituent des droplets nucley ou noyaux de con- 
densation de trks petite taille. Ils restent longtemps en suspension dans l'air, pernettant ainsi une disshination & 
longue distance des bactkries porths par ms particules et sont tr8s contaminants. 
En fooction de son activitk, un oerateur disdmine de 10% lo' particules par minute, ce qui monte l'importance de la 
prdsence hurnaine dans la contamination de I'air. 

2.1.3. Classes d'empoussihrement 
La quantit6 de contaminants particulaires est facilement contr8lable par spectrophotorn6trie laser. La socidd Biolest 
commercialise un compteur de particules en suspension APC Plus. La mesure vb-irable du nornbre de rnicrmrganismes 
vivants dans l'air est difficile et longue (2 B 5 jours). est donc plus aise' de dkfinir des classes d'ernpoussi&xernent que 
des classes de  biocontamination. I1 existe cependant un projet de nome (IS0 14-628) relatif aux classes de propretd par 
les biocomtaminations. L'Cvaluation de I'ernpoussDrement tient compte h la fois de la taille des particules et de leur 
concentration. 

Les classes d'empoussih-ernent sont ddfinies par : 
- la norme am5icaine Federal Standard 209 D I 988 (Fig. I) H Spdcificid des salles propres et postes ddpoussidds m ; 
- la nome franqise AFNOR NF X 44- 1 0 1 1 98 1 a Dkfinition des classes d'ernpoussikrement n. 

Ces deux normes peuvent &tre compades en ktudiant les tableaux 1 et 2. 



Chapitre W - Hy@e des beaux, du mathiel et du personnel 

Tableau 1 - Norme AFNOR X 44- 10 1 

Classe 

4 000 

400 000 

4 000 000 

Tableau 2 - Norme Federal Standard 209 D 

Ces normes sont presque Cquivalentes. Elles 
different par 1'unitC de volume de prClkvement 
d'air (un pied cube correspond B 30,47 cm3, soit 
0,028 my). La norme arnCricaine est un peu plus 
restrictive que la norme AFNOR puisque, par 
exemple pour la classe 100, si l'on exprime le 
nombre de particules de 0,5 pm/m3, on cons- 
tate qu'on obtient 3 57 1 particules et non 4 000. 

Nombre de particules par mhtre cube 

Les classes d'empoussikrement constituent des 
limites de nombre de particules B ne pas dCpas- 
ser pour des diamktres de rCfCrence de parti- 
cule mesurCs, et sont conventionnellement dC- 
signCes par le nombre maximal de particules 
de dimension supCrieure ou Cgale B 0,5 pm 
qu'elles peuvent tolCrer, 

2 0,s ym 

5 4 000 

1 400 000 

5 4 000 000 

Dans I'air, plus de 99 % des particules ont une 
taille infkrieure B 1 pm ; cela explique que le 
classement des salles soit Ctabli sur la base du 
nombre de particules de taille Cgale B 0,5 pm, et 
statistiquement il est admis que, pour 1 000 a 
10 000 particules de 0,5 pm de diamktre dCnom- 
brees par mktre cube, l'air contient 1 microor- 
ganisme/m3. Cette correspondance a permis de 
donner les limites de la biocontarnination pour 
le classement des locaux en zone de sensibilitC. 

25km 

1 2 5  

5 2 500 

5 25 000 

I 
EXEMPLE 
(niveau de risque 3) : 350 000 
particules de 0,5 pm/m3 et 
moins de 35 rnicroorganis- 
mes/m3. 

0,Ol 0, I 1 
Taille des particules (micromttres) 

Fig. 1 - Reprksentation graphique des classes 
de la Federal Standard 209 D 

Le terme de salle propre est devenu usuel pour nommer cc une pikce dans laquelle la concentration de particules dans 
l'arnbiance est maitrisCe B I'intCrieur de limites specifiCes >>. 



1. Akrobiocontarnination 

Taille des particules (0 pm) 

Fig. 2 - Reprksentation graphique des classes de la 
norme IS0  14644-1 

Dans les industries agroalimentaires, I'exigence de la qua- 
lit6 d'air correspondra dans certains cas 5 la classe 100 (zone 
ultra-sensible), mais en gtnkral elle est comprise entre la 
classe 1 000 et la classe 100 000. Dans la pratique, il n'existe 
pas un seul modele de salle rnicrobiologiquement maitri- 
sCe, mais de nombreux systemes plus ou moins complexes, 
adapt& a la nature de I'activitC exercCe. 
Ainsi, une salle de tranchage du jambon de classe 10 000 
en ambiance comportera au niveau de chaque machine de 
tranchage une zone a flux laminaire de classe 100. 
Les salles blanches seront maintenues en surpression, de 
faqon a Cviter les contaminations venant de I'extCrieur. 
Le rnoyen le plus utilise pour assurer la qualit6 de l'air 
d'un local est un renouvellement de l'air CpurC par filtra- 
tion. Le taux de brassage de l'air et la qualit6 de la filtra- 
tion doivent Ctre adapt& 5 I'activitC pratiquee dans le lo- 
cal, et au niveau de qualitC d'ambiance exigb. 
Plus les performances recherchCes sont Clevees, plus l'ef- 
ficacitC de la filtration doit Ctre grande et plus le taux de 
brassage doit &tre important. 

Les filtres absolus utilisCs pour les classes 100 Climinent 
plus de 98 % des particules de 1 pm et 99,9 % des parti- 
cules de 5 pm ou plus. 

D'autres normes existent (britannique, allemande, japo- 
naise.. .), mais un groupe de travail IS0 209 a Clabore une 
norme internationale reprise par le cornit6 europe'en et 
I'AFNOR en France. 
Cette norme parue fin 1999 porte la r6ference IS0 14644- 1 
et dCfinit neuf classes de propret6 particulaire de l'air. 

Deux classes nouvelles apparaissent : classes IS0 1 et IS0 9 
(Fig. 2). 

Selon les exigences de cette norme, la qualit6 de l'air pour la validation d'une salle propre sera contr6lCe dans trois 
Ctats : 

- en pCriode de reception : la salle est construite, prCte a Ctre utilisCe mais sans appareil de production ni personnel ; 
- au repos : la salle est CquipCe avec les appareils de production mais le personnel est absent ; 
- en activitC : le personnel travaille, les appareils de production fonctionnent. 

En effet, la classe d'une salle dCpend conside'rablement de 1'Cmission particulaire des machines et du personnel. 
Aux Ctapes les plus sensibles, les opCrateurs portent des vetements enveloppants, d'un textile appropriC, afin de rCduire 
la disstmination des microorganismes. 

Le << temps de recouvrance particulaire D est un parametre indiquant le temps ne'cessaire, apres une perturbation (PC- 
node d'activite), pour revenir a la classe d'empoussikrement initiale. 
Ainsi, l'inoccupation d'un local pendant 1 heure rCduit la contamination aboportCe de 50 ?i 80 %, mais il est evident 
que les biocontaminants sont alors dCposCs sur les surfaces. 



Candle de la qualit6 microbiologique des ambiances 

2.2.1. Objectifs de l'Ctude 
Les objectifs sont : 

- soit de dktecter une source de contamination capable de disseminet des rnicmrgani smes dans 1 'air ; 
- soit d'estirner la charge microbienne de l'air, c'est-&dire une estimation 5 la fois quantitative et  qualitative, i un 

temps donne' ou h diffkrents temps et dans diffgrents Iieux strat6giques du Focal ; 
- soit de rkaliser des tests d'efficacid de produits bactericides et fongicides dans I'air. 

Les valeurs observ6es pourmnt ttre cornparks g des valeurs usuelles ou 5 des valeurs officielles, si elles existent. 

2.2.2. Btude quantitative de I'aCrobiocontamination 
La mesure quantitative de la contamination a€roportCe peut servir i v6rifier d'une semaine ou d'un mois h I'autre la 
fiabilit6 d'un systhe de maitanent d'air : fdtres non colmatks, gaines de climatisation en bon &at, soufflage sufisant, etc. 
Des variations de 1 i 10 entre deux dhornbrements successifs mettraient en tvidence une dktkrioration du systkme : 
obstrucrion d'une gaine, pollution d'un bac humidificateur.. . 
En ce qui concerne les locaux devant gtre gardds tds propres, des contrf~les plus fkquents sont indispensables. 

Lair d'un local est considird c o m e  W h  propre 2 moins de 5 pnc/m3, et propre i moins de 100 pnc/m5 (pnc : particules 
domant naissance A des colonies). 
La biocontarnination cc normale n habituelle d'un endroit occupd at de 100 A 1 000 pnc/m3 ; au-dessus de 1 OM) pnclm3 
I'air est forternent muille'. 
Les notions de proprete' et de saletd sont r k s  relatives 31 I'usage des locaux. Ainsi, par exemple, on note une grande 
diffbrence entre un hall de stockage de d e n k s  brutes et une chaine de fabrication de plats cuisinks. 

De nombreuses mkhodes d'dtude existent, pdsentant chacune des avantages et des inconvknients. 

2.2.2.1. Mtthode statique : la sidimentation 
C'est une rn6thode &s sirnpIe et &i?s souvent utilide. Des boites de Petri ouvertes, renfermant un milieu de culture 
standard ou sglectif son( exposdm 31 I'air puis, apt& une Wntaine de minutes, voire plus. elles sont incubdes, en ghkral 
48 heures i 30135 "C pour les microflores bactdniennes et 5 jours A 28130 "C pour la flore fongique. 
Les pnc correspondant aux pmicules ayant sMiment6 pendant I'exposition des boites sont dtnomb-. Les colonies 
microbiennes qui se sona dtveIopp6es peuvent tventuellement Stre identifiks. 
En fait, cette rntthode ne p e m t  p s  d'itudier prdciskment la contamination de l'air. Une proportion infime des 
biocontaminanrs adroportts se dkpose h la surface du milieu de culture. car seules les particules Its plus gtosses 
s6dimentent. 
Les resultats obtenus sont non quantitarifs puisque la rnbhode ne permet pas de mesurer un quelconque volume d'air, 
et alCatoires puisqu'ils d€pendent des turbulences de I'air dans la zone examinie (un air tes polluk rnais en courant 
ascendant donnera 0 pnc). 
En revanche, cette rnithode est t& inttressante dans le domaine agmalimentaire, pour me Etude de 1'6volution au 
murs du temps de la contamination d'une surface en un point critique. 

2.2.2.2. MCthodes dynamiques 
11 faut une vitesse sufisamment grande pour que I'air puisse dCposer sur une surFace les particules qu'il transporte ; ces 
m&odes permetrent donc un contr6le plus exacz de I'atrobiocontamination. 

Les biocollecteurs sont des appareils qui pi&gent les microorganisrnes en milieu Fiquide (Empingers) ou en milieu solide 
(Impactors). 
Lair est aspi+, sous un volume connu et selon un d&it connu, et les particules biologiques sont projetks i grande 
vitesse sur un support, nunitif ou non. 
Connaissans le volume d'air p&levi, on rapporte le nornbre de pnc au metre cube d'air Ipn~.rn-~). 



Impingers ou flacons barborem 
Les particules de l'air portant les micmrganismes passent dans un tube plongeur et sont secueillies dans un volume 
mesurd d'eau physiologique sterile. Ce rniIieu liquide est ensuite analyd par un dknombrement classique en milieu 
solide. 
Les plus fines particuIes collect&s ont un diamhtre de 0,3 p, et Ies vitesses d'impact varient de 3 h I 1 d s  en fonction 
du d&it d'air aspid et du diamktre du tube d'aspiration. 
Ces appareils ont I'inconvdnient de dissocier les amas micmbiens, donc de donner un dsultat par exck,  et parfois de 
stresser, $ oette grande vitesse d'impact, les microorganisrnes collectts. 

Impacters ou irnpacteurs 
Ce sont des appareils compos6 de deux modules : un moteur aspiratcut et un ou plusieurs orifices a c ~ ~ r a t e u r s  de I'air 
aspid. Ils pikgent les pmicules sur un milieu solide. 
On peut utiiiser, cornme kcepteurs, des milieux g6los€s ou des membranes filtrantes en gdatine. 
Le cheminement des particules de I'airdans I'appareil de pn5ltvement permet de distinguer les impacteurs h cribles, les 
impacteurs ?i fentes et les irnpacteurs h centrifugation. 

- Les impacreurs cribla 
Lair aspid passe au travers de plaques perfodes ayant des mus parfaitement calibds d'un diam&tre de plus en plus 
petit et, B chaque niveau, les microorganisrnes sont coIIectks sur des boTtes de Petri. 

- L'impacteur particulaire d'hdersen : cet irnpacteur en cascade cornprend 6 &ages de pdltvement. Les dia- 
rnhues des cribles successifs sont, de haut en bas, de 6,4,3,2, I et 0,65 pm. 
Lair est aspid h un debit d'environ 28 litres pat minute (voisin de celui de la respiration d'un hamme en activitE), 
et sa vitesse augmente en traversant les 6 cribles aux orifices de plus en plus fins (1 m l s  jusqu" 223 d s ) .  
En fonction de la v i t e s . ~  de I'aic les particules les plus lourdes viendront s'irnpactet en face de !'orifice sur la 
surface du milieu gdo$ place immddiaternent en aval ; les plus ltgkres seront entra2ndes dans le flux d'air et 
contoumeront la boTte de Petri. 
Cet appareil refl2te les diffkrents &ages de I'arbce mpiratoire et permet nne appdciation des risques de pkndtra- 
tion, non seulement des particules biologiques. mais igalement de certains types de contaminants (suie, cirnent, 
amiante), en faisant varier la nature de la surface de 
collision m r  effectuer ensuite des oesges. f 

-; - LR biAeeteur JauW : cet a-il sirnplifib h 3  G 

&ages avec des cribles d 'm diar&tre de 5 , 2  et 1 p n  1 
&ye de l'appareil d'Andersen. I1 est uniquement uti- $ 
lid pour le recueil des biocontaminants {Fig. 3). ,. $ 
Le ddbit est beaucoup plus tlevt (500 Urnin), et :z 

>4 

perrnet de rnesurer, avec des temps de fl2vement b 

de 2 $I 10 minutes, des taux de biocontamination de 
I'ordre de I1unit& au m3. 

- Le Surface Air System (S AS) est un autre appareiI, 
rkalisant aspiration de l'ais et projection de cet air 
sur un milieu gt5los6, 

- Les irnpacreurs A fentes 
l 

- L'appamil de Casella - Bwtdiflon : I ' air aspid ar- *"* i rive verticalernent, passe au mvers de quam fentes 3 
horizontales et ftappe la surface d'un milieu ge'lost *- L 
conenu dms uw boite de Peh.  La b i t e  est pasee Fig. 3 - Sch&ma du p&+e du biocollaeur J o u k  
au-dessws des fentes sur une platine tournante 2 vi- 
tesse dglable, permetrant une tion unifome des 
particuies agriennes. L'appareil a des dEbits variables, allant de 30 3 700 Umin et peut collwter des particula 
jusqu'h 0,5 pm de diam2tre. Connaissant le d&it et la vitesse de rotation, on put  calculer le nombre de pnc par unit6 
de volume et unit6 de temps. 

- Les impacteurs i centrifugation 
- Le Reuter Cenarf~agal Sampkr (RCS) utiIise la force centrifuge d'une helice, mente dans la t6te de l'appareil, 

pour projeer les parricules contenues dans I'air surune b d e  plastique portant des alvhles juxtaposb gamies de 
milieu gklos6. Le de%it de I'appareil RCS High Flow est de 100 Umin, et des volumes de prdkvement cornpis entre 
0 et i m3 peuvent &re dlm~onnCs par l'uiilisateur. Les pmcuEes collect6es sont de petite taille (de 2 pn a 5 pm). 
11 s'agit d'un appareil souvent utilid, car peu encombrant, t& maniabIe, formctionnant de fqon autonome avec des 
batteries mhargeab!es, et facile 3 ddplacer d'un e n h i t  S un autre. 
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Appareil de Sartorius 
Un volume donne' d'air est aspirk au travers d'une ou plusieurs membranes filtrantes en gClatine qui retiennent les 
microorganismes. La ge'latine est ensuite dissoute dans un liquide (appareil de Sartorius) i partir duquel on effectuera 
un dknombrement classique. Les rCsultats obtenus en pnc/m3 sont en gCnCral infkrieurs ceux des appareils prCcCdents. 
i cause de la mortalit6 par dessiccation des microorganismes retenus sur et dans le rkseau de gelatine. 

2.2.3. Etude qualitative de la contamination akroportie 
L'Ctude quantitative doit &re complCtCe par une etude qualitative pour identifier les << souches usines D, qui s'implantent 
dans l'ambiance des ateliers de production. Elle est re'aliske en remplaqant les milieux nutritifs non se'lectifs, utilisCs dans 
les appareils pre'ckdents, par des milieux sClectifs (Chapman ou Baird-Parker pour les Staphylococcus, bile-esculine-azide 
pour les Enterococcus, Mac Conkey ou VRBL pour les coliformes, VRBG pour les enttrobactCries, milieu au malt pour 
les champignons) et en identifiant les colonies microbiennes qui se sont dtveloppCes. C'est un travail long et fastidieux, 
qui ne se justifie que dans le cas d'une contamination massive et homogkne dont il faut determiner la source. 

2.2.4. ~ t u d e s  comparatives 
Des etudes comparatives entre les diffkrents appareils montrent que les resultats ne sont pas superposables d'un appa- 
reil a I'autre. De grandes variations sont constatkes, aussi bien quantitatives que qualitatives. 
En effet, chaque appareil posskde son mode spe'cifique de prklkvement et ne collecte pas les mCmes tailles de particules. 
Les dCbits d'aspiration d'air sont variables, ainsi que les durCes de pre'lkvement et les vitesses d'impact sur le support. 
Le choix d'un appareil se fera en fonction d'objectifs qui auront CtC dCterminCs au prCalable. 

2.2.5. Utilisation d'un biocollecteur pour le contrble de I'atrobiocontamination 
!" - I I -r-- l- - ------I--- ..-.---- - . -- -- -- - - 
; Se reporter ii la manipulation 37 : Utilisation d'un biocollecteur pour le contrble d 
I I'a&robiocontamination. 

2.2.5.1. ~ t u d e  quantitative et qualitative de I'akrobiocontamination d'un local A un 
temps donnC 

II s'agit d'effectuer des prfkvements d'air avec un biocollecteur et de dCterminer le nombre de particules donnant 
naissance B des colonies/m3, en utilisant des milieux sClectifs afin de dCfinir la nature des contaminants. 
I1 faut Cgalement Cvaluer la contamination des surfaces par voie aerienne au mCme moment par la technique des boites 
de Petri ouvertes, trks adaptCe a 1'Ctude d'un circuit dans une usine. 
Les re'sultats obtenus lors des deux Cvaluations montreront qu'il n'y a souvent aucune corrClation possible entre le 
nombre de pnc/mQd'air et le nombre de pnc susceptibles de sCdimenter sur une boite de Petri dont la surface est 
relativement faible, d'environ 60 cm2. I1 est donc necessaire d'effectuer les deux types de prelkvements. 

2.2.5.2. ~tablissement du profil microbien au cours du temps : cinktique de 
biocontamination due A une Cmission cutanCe 

Un homme Cmet plus de 105 B 6.1 O6 particuleslmin. En conside'rant un rapport trks thCorique de 1 %O de biocontaminants, 
il s'agit d'une bioCmission de 10' a 6.10' pnclmin. 
L'e'volution du nombre des microorganismes dans un local sera suivie en effectuant des prklkvements successifs toutes 
les 30 minutes ou toutes les heures. 
Un premier prklkvement sera rCalisC lorsque le local est vide, un deuxikme apks l'entrtk et l'installation des personnes, 
d'autres pendant une @ride de calme, d'autres pendant une @ride  d'activitk, et un dernier si possible 1 heure ap&s le 
dkpart des personnels. Un calcul thkorique de la contamination finale (en nombre de pnc/m3) du local occu@ pendant un 
certain temps, par x personnes en activite pourra Ctre compark aux rksultats pratiques obtenus avec le biocollecteur. C'est le 
mouvement qui est t&s important dans l'akrocontamination. Les courants d'air dCplacent les contaminants de leurs supports, 
l'agitation humaine augmente 1'Cmission de particules de 10 fois au moins par rapport a une position de repos. L'krnission 
cutante permanente est dirninuCe par le port de tissus de protection efficaces (blouses, combinaisons, cagoules.. .). 

2.2.5.3. ~tablissement de la cartographie de la contamination akrienne d'un local 2i 
diffkrents temps 

I1 s'agit d'effectuer des prClkvements d'air pendant plusieurs jours, B diffkrents moments, sur differents points stratkgi- 
ques du local et d'effectuer les moyennes des re'sultats pour essayer de dCfinir les zones ?I risques, c'est-a-dire l'endroit 
ou le produit fabriquC peut Ctre contamink. 
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Hygikne des surfaces et des matkriels 

3.1. Nettoyage et ddsinfection 
Les surfaces, les rkcipients et les materiels en contact avec les produits alimentaires doivent Ctre constamment mainte- 
nus & un bon niveau de propretC. 

Trois types d'opkrations contribuent au maintien d'une bonne hygiene des surfaces : 
- le nettoyage qui a pour but d'Climiner les souillures visibles : il s'agit, en gCnCral, de substances organiques 

provenant des matieres premieres ou du produit en cours de fabrication. C'est la proprete physique ; 
- la de'sinfection qui peut Ctre rCalisCe simultanement au nettoyage, mais qui est plus eficace lorsqu'elle intervient 

aprks un nettoyage et un rinqage soigneux des surfaces. La norme AFNOR NF T 72- 101 dtfinit le terme dCsinfec- 
tion : << Operation au rCsultat momentank, permettant d'Climiner ou de tuer les microorganismes ettou d'inactiver 
les virus indksirables portCs par des milieux inertes contaminks, en fonction des objectifs fixds. Le rCsultat de 
cette optration est limit6 aux microorganismes presents au moment de I'opCration. >> C'est la propretC 
microbiologique ; 

- le rinqage est destint a Climiner toute trace de produit utilisC prCcCdemment, sans Cvidemment apporter une 
nouvelle souillure ou de nouveaux microorganismes. C'est la propretC chimique. Un rinqage ma1 effectuC peut 
Ctre a l'origine de la presence dans l'aliment de rCsidus indksirables de dttergents et de dksinfectants. 

Selon les zones & risque, il convient de dCfinir une procCdure de nettoyage et de desinfection : 
- zone a risque faible : un simple nettoyage peut Ctre mis en oeuvre ; 
- zone & risque moyen : une procedure en trois points est appliquCe, c'est-a-dire un prClavage, un nettoyage-dtsin- 

fection et un rinqage final ; 
- zone & risque tlevC : une procedure en cinq points est utilisCe, c'est-&-dire un prClavage, un nettoyage, un rinqage, 

une ddsinfection et un rinqage final ; 
- zone & risque trbs ClevC : il s'agit des salles microbiologiquement maitrisCes nkcessitant Cgalement une proctdure 

en cinq points. 

3.2. Contrble de la propretd microbiologique 
Des prClkvements effectuCs sur la surface & traiter permettent de rCvCler le ou les types de microorganismes prCsents et 
d'Cvaluer le degrC de contamination. Les modalitCs de la procedure de nettoyage et de dksinfection sont alors dCduites 
des rCsultats obtenus. 
La proprett microbiologique est ensuite contr61Ce en procCdant & des prtlevements, qui sont effectuCs en gCntral entre 
une et deux heures aprks l'optration de nettoyage et de dksinfection. 
Ces tests ptrmettent de contr6ler I'eficacitC, et donc de valider la procCdure mise en oeuvre. 
Le suivi de la qualite' microbiologique de la procCdure peut Ctre rkalist, semaine aprbs semaine, dans chaque atelier et, 
dks que la qualit6 descend en dessous d'un seuil acceptable, il faut dCclencher des opCrations correctives permettant de 
revenir & un bon niveau de qualitC. 
I1 est nkcessaire de dCfinir, par atelier et par matCrie1, les points & contr6ler car il n'est pas possible de rCaliser un trks 
grand nombre de prClkvements pour s'assurer qu'un appareil ou un local est propre. Ces points doivent Etre represen- 
tatifs de 1'Ctat de propretC gCnCral. 

3.2.1. Techniques de prCl2vement de surface 
I1 existe principalement deux types de mCthodes pour dCtacher les microorganismes prCsents sur une surface 

- 1'~couvillonnage ; 
- I'adhCrence sur un milieu gClosC. 

3.2.1.1. Technique d'Ccouvillonnage 
Cette technique prCsente l'avantage de permettre des prClbvements dans des endroits peu accessibles aussi bien que sur 
les surfaces planes ou bombCes. 
Elle est intiressante pour rechercher les << nids microbiens pouvant se former dans des coins ou des cavitCs. 
L'Ccouvillonnage est & conseiller pour une recherche qualitative des espbces contaminantes. 
Pour rkaliser une Ctude quantitative grossibre, il faut dClimiter prCcisCment la surface & traiter avec l'aide Cventuelle 
d'un gabarit standard d'Ccouvillonnage. 
Pour que les Ccouvillonnages donnent des rCsultats reproductibles, ils doivent Etre rCalisCs par le m&me manipulateur, 
selon un protocole standardisk. 
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I1 existe une mtthode qui permet un contrale en temps riel de I'efiicacitC des proctdures de nettoyage-dtsinfection et 
une action corrective immediate (re-nettoyage-dksinfection) ; si les rksultats ne sont pas satisfaisants, c'est 
1'Ccouvillonnage suivi d'une ATPmetrie (Voir chapitre III). 
Cette technique est rapide (rtsultat en moins de 1 minute), simple et facile B mettre en aeuvre. 
Les mkthodes traditionnelles indiquent uniquement la prdsence ou l'absence de microorganismes. 
Le kit hygikne (Kit Hygikne Monitoring QM Lumac) permet la mesure : 

- de I'ATP contenu dans les microorganismes viables ; 
- de 1'ATP non microbien provenant de rCsidus de fabrication ou matikres organiques ; 
- de 1'ATP extra-cellulaire ou libre issu de ddbris cellulaires ou de cellules microbiennes 1CsCes. 

Ainsi, cette technique prksente l'avantage de dCtecter des rksidus qui serviront de support de ddveloppement aux mi- 
croorganismes. 

3.2.1.2. Technique d'impression sur gClose 
Ce proctdk reste le plus pratique, le plus rapide et le plus employC. I1 nCcessite l'emploi de boites cc contact D contenant 
un milieu gelosk qui forme un minisque en surface : boites Rodac (Replica Organism Direct Contact). 
Le couvercle repose sur un Cpaulement et ne touche donc pas la surface de la gklose (Fig. 5). 
Les boites Rodac ont un diamktre de 60 mm, une surface d'environ 30 cm2 et leur fond est quadrille de faqon B faciliter 
le comptage des colonies. Pour un contr6le de surface aprks 
une dksinfection, il est recommand6 d'utiliser un milieu gelosC 
neutralisant I'activitC des dksinfectants. Quantitativement, il 
faut savoir que l'adherence des microorganismes d'une sur- 
face a la surface d'une gClose est fonction de : Fig. 5 - Schema d'une boite Rodac 

- la plankite de la surface ; 
- l'hydratation sufisante de la surface gelode. 

L'existence d'un film gras empEche le contact avec le milieu gClosC et on peut conclure faussement B une faible contamination. 

3.2.1.3. Contrble d'une surface par la technique d'Ccouvillonnage 

porter B la manipulation 38 : GontrBle d'une surface par la technique d'Ccouvillonnage. 
-,, 

3.2.1.4. Contrble d'une surface par la technique d'impression sur gClose 
P -- -- 

Se reporter h la manipulation 39 : Contrble June surface par la technique d'impresslon sur gklose. 

3.2.2. Traceurs microbiens 
D'une manikre gtnkrale. tous les microorganismes intkressants en hygikne alimentaire sont choisis comme traceurs 
microbiens. La numeration de la flore mksophile aCrobie traduit la contamination globale. 
Les coliformes sont recherchks si une contamination fkcale est redoutee. Les Pseudomonas doivent etre detectks lors 
de la surveillance des equipements en contact avec les eaux de boisson et de fabrication. Les levures et les moisissures 
sont dknombrtes dans certains secteurs industriels ou elles posent problkme en affectant la conservation et le goClt des 
boissons et aliments (fabrication de jus de fruits, panification, pkisserie ...). Les milieux utilisCs sont souvent les 
mCmes que pour une recherche et un denombrement par mkthode classique : 

- gdlose trypticase soja pour la flore totale mksophile aCrobie ; 
- gdlose VRBG pour les enterobactkries ; 
- gklose VRBL pour les coliformes ; 
- gdlose au rose bengale et chloramphCnico1 pour les levures et moisissures ; 
- milieu de King modifid pour l'isolement selectif de Pseudomonas. 

3.2.3.6valuation des rdsultats 
Barkmes spkcifiques 

La contamination residuelle est estimke puis apprkciee en fonction de la zone B risque considCrCe et des barkmes 
spkcifiques ?i I'activitC industrielle mis en place par le service qualit6 de l'entreprise. Parexemple, pourune zone 8 risque 
Clevt, le nombre de colonies 2 la surface d'une boite Rodac (envhn 30 cm2) permet de considkrer que : 

- 1 ?i 10 colonies : trks bon risultat ; 
- 11 B 25 colonies : bon rtsultat ; 
- 26 ?i 100 colonies : rCsultat limite ; 
- des colonies confluentes sont un mauvais rksultat. 
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Utilisation de schemas 
Dans le cas des lames gClosCes Hycon de chez 
Biotest, le nombre d'UFCt100 cm2 (unit& for- 
mant colonies) est dCterminC en comparant la 
densit6 des colonies obtenues a la surface des 
lames avec l'aspect des schCmas de lames tta- 
lon ayant CtC irnmergks dans des suspensions 
rnicrobie~es de concentrations connues (Fig. 6). 
L'interprttation des autres lames gClosCes com- 
mercialiskes fait Cgalement rCfCrence a des 
schCmas. 

Valeur des rCsultats obtenus 
Dans la pratique, il n'existe pas de moyens cor- 
rects pour mesurer la contamination microbienne 
d'une surface. En effet, seule une certaine pro- 
portion de la microflore prCsente est pklevk. 
A partir d'un Ccouvillonnage ou d'une boite 
contact sur une surface plane, I'efficacitC du dC- 
crochement serait environ de 40 %. 
I1 faut considCrer Cgalement qu'une colonie 
prksente sur boite contact ne provient pas d'une 
bactCrie mais plut6t d'une microcolonie , car il 
n'y a pas eu de dispersion des microorganis- 
mes dans un liquide de dilution (d'ou un rCsul- 
tat exprim6 en UFC). 
C'est pourquoi, ces mtthodes ont simplement 
un inter& de comparaison : 

- comparaison entre deux surfaces diffkren- 
tes ; 

- comparaison entre deux prClbvements ef- 
fectuts B diffkrents moments sur une 
m&me surface. 

Levures 

Moisissures - 

-10 UFCllOO cm2 =lo2 uFCIIOO cm2 
UFC = unit6 formant colonie 

Fig. 6 - Schtmas des lames Cdon (selon Hycon de Biotest) 

4. ContrSle de l'hygi&ne du personnel 

Certaines industries sont tr&s automatisCes, mais d'autres font intervenir du personnel dans de nombreuses opCrations 
1 au cours de la fabrication d'un aliment (manipulation, contr6le.. .). 

I La pratique de l'hygibne n'est souvent pas assez rigoureuse puisque 80 % de la contamination des produits serait 

1 d'origine humaine. 
Un individu Cmet de trks nombreuses particules dans son environnement proche, pouvant provoquer une contamination 
directe du produit, et des contaminations secondaires par disstrnination des microorganismes dans l'atmosphkre. 
I1 convient de prendre en compte les points suivants lors de 1'Ctude des dangers potentiels liks l'hygibne du personnel : 

- 1'Ctat de santt ; 
- la propretC (en particulier l'hygibne des mains) ; 
- la tenue vestimentaire. 

Mais l'analyse d'autres ClCments tels que le comportement au poste occupt, la formation assuree et la circulation du 
personnel, reprCsente une part essentielle dans le systbme HACCP pour assurer la sCcuritC microbiologique d'un pro- 
duit alimentaire. 
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4.1.  tat de santC du personnel 
L'arrCtC du 10 mars 1977, paru au Journal oficiel le 31 mars 1977, prtcise qu'une personne ne peut &tre affectke ou 
maintenue dans un emploi nCcessitant la manipulation de denrCes animales ou d'origine animale, si elle est reconnue 
atteinte d'une maladie transmissible ou porteuse de germes ou de parasites, i la suite des examens de dCpistage suivants : 

- une coproculture comportant la recherche des Salmonella, des Shigella, et un exarnen parasitologique des selles, 
notamment pour la recherche des formes vCgCtatives et kystiques d'amibes dysentCriques ; 

- une recherche de staphylocoques prCsumts pathogknes dans le rhinopharynx et les fosses nasales ; 
- une recherche de streptocoques hCmolytiques A dans le pharynx. 

Cette personne est donc tcartte des locaux de fabrication des aliments jusqu'i ce qu'un nouveau prklkvement soit 
reconnu nCgatif. 

Le dCpistage des porteurs sains n'est pas sans poser de problkmes car il doit hre : 
- d'un coOt supportable ; 
- accept6 par le personnel concern6 ; 
- pertinent, ce qui n'apparait pas &tre le cas lors de la recherche systCmatique de Staphylococcus aureus. En effet, 

en gCnCral, les souches hCbergtes au niveau des voies respiratoires par les 10 i 20 % de porteurs sains, ne sont pas 
productrices d'une enttrotoxine et donc pas responsables d'une toxi-infection alimentaire. En revanche, ce sont 
des souches responsables de suppurations cutanCes telles que panaris, furoncles.. ., qui sont le plus souvent pro- 
ductrices d'enttrotoxines ; 

- efficace, ce qui ne semble pas &tre le cas des coprocultures systCmatiques, car le portage peut &tre intermittent et 
de faible densitt. De plus, la question du traitement ou du non-traitement des porteurs sains dtpistts se pose, car 
I'antibiothCrapie ne diminue pas la durCe du portage et peut susciter des rCsistances plasmidiques. 

Les coprocultures peuvent prksenter un intCr&t pour une enqu&te ritrospective lorsqu'une toxi-infection alimentaire est 
apparue. 
En sortant des toilettes, un lavage systCmatique et soigneux des mains est suffisant pour faire disparaitre les risques de 
toxi-infection alimentaire. 

4.2. PropretC 

4.2.1. PropretC de la chevelure (barbe et moustache) 
M&me bien entretenues, la chevelure, la barbe ou la moustache hebergent des microorganismes, principalement des 
bacttries. 
Aussi, dans les zones sensibles ou ultra-sensibles, les cheveux doivent Ctre correctement recouverts par une coiffe. 

4.2.2. Hygitne des mains 
C'est souvent par des mains << sales D, c'est-i-dire colonisCes par une flore transitoire potentiellement pathogkne, que 
se fait le transfert aux aliments. Les mains sont le support de nombreux microorganismes qui se trouvent en gCneral en 
plus grand nombre au bout des doigts, en particulier sous les ongles, ainsi qu'entre les doigts. Le port de bagues et de 
bracelets est a proscrire, car ils sont source de nids microbiens. 
Le lavage des mains doit Ctre fait selon une mCthode et une friquence Ctablies. I1 doit &tre rCalisC systCmatiquement 
avant tout geste sur du matCriel propre et aprks tout geste contaminant, en particulier aprks le passage aux toilettes, afin 
de prCvenir les risques d'intoxications alimentaires. Le lavage simple permet d'Climiner les souillures, les squames 
cutanCs et de rtduire la flore transitoire de 30 i 40 %. Le lavage antiseptique ou hygiCnique diminue la flore cutanCe de 
80 %. I1 agit sur la flore en superficie et un peu sur les germes dans les couches profondes de la peau. 
Des lave-mains, avec commande des robinets i pied ou i genou, et dont la forme Cvite les Cclaboussures, doivent &tre 
installCs en nombre suffisant, a la sortie des W.C, i proximitt des postes de travail, a l'entrte des ateliers. 
Ces appareils sont munis d'un distributeur de produit liquide de dksinfection, actionnC au coude, devant &tre correcte- 
ment approvisionnk. 

L'essuyage se fait grhce i un essuie-mains en papier a usage unique et non par un skche-mains qui ventile les germes 
cutants dans l'environnement. 
S'il y a port de gants, ils doivent &tre utilists h bon escient. 
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4.3. Tenue de travail 
Les vgtements souillCs de matiere organique par contact avec des aliments en cours de fabrication deviennent d'excel- 
lents supports pour le dCveloppement de microorganismes et peuvent &tre h l'origine de contaminations secondaires ; ils 
doivent &tre changCs i une frkquence determinee, laves et dCsinfectCs entre deux utilisations. 
I1 doit exister des sas vestiaires pour revGtir une tenue adaptee, c'est-i-dire d'un niveau de protection plus ou moins 
important en fonction des types de zone et du niveau de risque de contamination du produit : 

- zone inerte : tenue nomale ; 
- zone sensible : blouse, coiffe et gants ; 
- zone ultra-sensible : blouse, coiffe, surchaussures, gants et masque. 

Le contrble microbiologique des vetements peut se faire en realisant une empreinte sur un milieu gClosC (boite contact, 
lames gClosCes). 

4.3.1. Mise en dvidence de microorganismes prCsents sur les cheveux, sur les poils 
de barbe ou de moustache, i la surface de la peau ou sur les mains 

Se reporter i la manipulation 40 : Mise en hidence de 
i veux, sur les poils de barbe ou de moustache, i la surface de la pedu ou sur les mains. 

4.3.2. Contrble de l'hygihne des mains 

Se reporter h la manipulation 41 : ContrBle de l'hYgi&nTdes mains. 
" -. - - 
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Utilisation d'un biocollecteur pour le contr6le 
de I'aerobiocontarnination 

Objectifs 

Principe 

Mode 
operatoire 

Calibrage du biocollecteur pour dkterminer une demarche de prklkvement. 
Vkrification de la rkpktabilite' des rksultats. 

I1 est ne'cessaire de choisir un appareil et de l'utiliser ensuite pour rkaliser toutes les 
mesures, quels que soient ses qualitks et ses dkfauts. 
En effet, les mesures ne sont que des mesures comparatives et il est impossible de rkcupkrer 
100 % de la contamination aeroporte'e au moment du pre'lkvement. 
Sur chaque site, les modalitks du prklkvement sont 2 de'terminer afin d'obtenir un rksultat 
fiable, avec un temps de prklkvement relativement court. 11 faut e'viter la dkshydratation 
du milieu de culture et une altkration des microorganismes qui entraineraient une sous- 
estimation des re'sultats. 

Milieu et materiel 
Le RCS Plus de Biotest prksente comme avantages d'gtre compact, lkger et autonome 
avec une batterie incorporke, mais nkcessite des milieux de culture prgts B l'emploi sur 
des bandelettes flexibles et n'est efficace que pour la collecte des particules de 2 B 5 Fm. 
Le milieu de culture indicateur de germes de l'air GK-A de Biotest permet la de'termination 
du nombre total de germes, que ce soient les bacte'ries aerobies ou les moisissures. 
I1 existe des milieux sklectifs pour d'autres microflores. 

REMARQUE 
D'autres appareils kgalement trts maniables, comme le Bio-Impactor 
100.08 (Air Stratkgie), sont adaptks i I'utilisation de milieux en boite de 
Petri, ce qui reprksente une Cconomie en consommables importante. Ils 
permettent kgalement de pouvoir choisir le milieu de culture, en parti- 
culier les milieux sklectifs, et de couler soi-meme la gklose en kpaisseur 
sufisante pour Cviter une dkshydratation importante lors de prklkve- 
ments de longue durte. Le Bio-Impactor 100.08 est capable en outre de 
collecter des particules aussi fines que celles de 0,8 mm, permettant- le 
contr6le d'un air filtrk (flux laminaire par exemple). 

Utilisation du RCS 
- Pre'parer le collecteur et inskrer la bande de gklose (Voirfigure). 
- Pre'lever l'e'chantillon. 
- Incuber la bande de gklose GK-A, 48 heures B 30-35 OC. 
- Dknombrer les colonies. 
- Le comptage des colonies de microorganismes est effectue' directement 2 l'aeil nu au 

travers de l'ktui. Le de'nombrement est facilitk si l'on place la bande de ge'lose au- 
dessus d'une source lumineuse. 

225 
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Le nombre de germes peut Ctre calcule' par unit6 de volume selon les formules suivantes : 

colonies sur bande de gClose . 1000 
1 pnc/m3 d'air = 

volume prklevd 

colonies sur bande de gClose 
1 pnc/L d'air = 

volume prdlevd 

Calibrage de I'appareil 
- SClectionner diffirents temps de prdlkvement et donc des volumes de prklkvement d'air 

(debit 50 Llmin) : 25 Ll30 secondes, 50 Lll minute, 100 Ll2 minutes, 200 Ll4 minutes 
et 400 L18 minutes, par exemple. 

- RCpCter 3 fois l'opkration pour chaque temps sClectionnC. 
- Aprks incubation et dknombrement des pnc/m3 d'air, choisir le temps de prilkvement, 

c'est-h-dire le volume d'air prdleve qui parait donner le rCsultat le plus fiable. 

Repetabilite des resultats 
Le choix du temps ou du volume de prdlkvement etant fixe pour un lieu donne', il est 
nCcessaire de vkrifier que les rdsultats sont identiques (ou du moins homogknes) pour une 
sCrie d'environ 8 prklkvements rdalises au mCme moment. 

Composition du 
milieu GK-A 

Peptone de caseine ................................................... 15,O g 
Peptone de soja .......................................................... 5,0 g 
Chlorure de sodium ................................................... 5,O g 
Agar ......................................................................... 16,O g 
Eau ............................................................... qsp 1 (300 mL 
pH : 7,3 f 0,2 

A 



Contr6le d'une surface 
par la technique d'ecouvillonnage 
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Prelevement 
et realisation 

du liquide 
d'essorage 

Analyse du 
liquide 

d'essorage et 
de ses 

6ventuelles 
dilutions 

- Au moment du prelevement, plonger l'extrkmite de 1'Ccouvillon dans une solution stCrile 
pour l'humidifier (eau distillke, eau peptonCe tarnponnCe, tryptone-sel). Dans le cas 
d'une surface nettoyde et dCsinfectCe, il est recommande d'utiliser une solution d'eau 
distillke stCrile 2I 0,l % de lCcithine et 0,5 % de polysorbate 80 (Tween 80) pour neutraliser 
les residus de dksinfectants phdnoliques et d'ammoniums quaternaires car les bactCries 
viables, dont la croissance a CtC stoppCe par la ddsinfection, pourront ainsi reprendre 
leur dCveloppement. Ce mClange peut &re remplacC par le milieu Letheen, cornmercialisC 
chez DIFCO et BBL. 

- ~l iminer  l'exces de milieu en pressant 1Cgerement le coton sur les parois du tube. 
- Rouler doucement 1'dcouvillon sur la surface 21 contrbler. 
- Remettre 1'e'couvillon dans le tube contenant un certain volume (2 mL, 5 mL ou 10 mL) 

du milieu prCcCdent. 
- Agiter 1'Ccouvillon dans la solution, ou fermer le tube contenant 1'Ccouvillon et le passer 

au vortex au moins 15 secondes afin de disperser les microorganismes. 

Cette analyse peut Ctre rCalisCe selon diffkrentes mCthodes. 

Denombrement apres culture en milieu solide 
- Ensemencer des inoculums de 0,1 mL B 1 mL de la suspension ainsi rCalisCe (ou de ses 

dilutions) i?i la surface de milieux nutritifs, sClectifs ou non, choisis en fonction des 
diffkrentes flores CtudiCes. 

- Incuber i?i 25-30 OC jusqu'i 5 jours. 

Pour tester 1 mL du liquide d'essorage, il est possible de : 
- RCpartir ce volume i la surface d'un milieu contenu dans trois grandes boPtes de Petri (2  

raison de 0,3 mL, 0.3 mL et 0,4 mL). 
- DCposer ce volume au centre d'un PCtrifilm. 
- RCaliser une filtration. 

AES Laboratoire commercialise des kits Ccouvillons permettant un ensemencement 
directement in situ, Cvitant ainsi les problemes liCs au transport. 

Ce liquide peut, enfin, Ctre analysC en immergeant un Cchantillonneur constitud d'une 
languette plastique supportant un filtre (pores de 0,45 pm) soudC B un tampon absorbant 
imprCgnC d'un milieu nutritif appropriC (Cchantillonneur de surface Millipore). 

ATP metrie 
Le principe de la mCthode est trait6 au chapitre I11 (Voir 3.3.2). 
I1 est nCcessaire d'utiliser des Ccouvillons stCriles exempts d' ATP. Un Ccouvillon tCmoin 
(sans prCEvement de surface) est trait6 comme l'e'couvillon essai et permet l'interprktation 
des rksultats. 
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Si les resultats des Cchantillons en RLU sont 3 fois supCrieurs au rCsultat du tCmoin, les 
surfaces sont considCrees comme sales et non conforrnes. 
Cependant, selon la nature et l'utilisation des surfaces, l'entreprise doit Ctablir ses propres 
critkres. 

Cette mCme mCthode est appliquke par le systkme Bioprobe (AES), constituC d'un 
luminomktre de haute sensibilite qui permet le contr8le de surface directement sur site ou 
aprks ecouvillonnage. 



Contr6le d'une surface par la technique 
d'impression sur gelose 

Prelevement - Ouvrir la boite, appliquer la surface du milieu gClosC avec prdcaution sur la surface a 
dtudier. 

- Maintenir une pression constante et rdgulikre sur le me'nisque en contact avec la surface 
B dtudier (dans les essais d'Hartemann, poids de 200 g pendant 20 secondes). 

- Refermer la boite et incuber (couvercle en dessous). 

I1 existe, pour la standardisation du prdlkement et quelle que soit l'inclinaison de la 
surface B tester, un applicateur (applicateur Count Tact de bioMCrieux) permettant d'exercer 
une force d'appui de 500 g pendant une durde de 10 secondes. 

D'aprks la norme AFNOR G-07 172, la composition du milieu utilisd permet une croissance 
optimale des microorganismes de l'environnement et contient quatre agents neutralisants 
capables d'inactiver des ddsinfectants rCsiduels prdsents sur la surface analysCe : 
- lCcithine - Tween neutralise les ammoniums quaternaires ; 
- ldcithine -Tween - histidine neutralise les alde'hydes et les phCnols ; 
- thiosulfate de sodium neutralise les dCrivCs halogCnCs. 

1 Lecture et 
interpretation 

I1 s'agit de ddnombrer les colonies ; ce de'nombrement est facilitd par le quadrillage de la 
boite. 
Pour l'interprdtation Voir 2.2.3. 

Lames gelosees 
Les lames ge'loskes, fines couches de milieu de culture sur un support en plastique, ont 
fait leur apparition il y a quelques annCes et sont proposdes B l'heure actuelle par de 
nombreuses firmes. 
Elles sont en gCnCral utilisdes directement, par contact entre le milieu gdlose' et la surface 
B contrdler (Hycon chez Biotest, Hygicult chez Transia, Hycheck chez Osi Bio. ..) ou 
plus rarement indirectement apri3s Ccouvillonnage (Swab Test chez Millipore). 

Petrifilm 
I1 est utilisd par impression directe aprks rkhydratation par 1 rnL de milieu lkithine-Tween. 
La surface ainsi rdhydratde est de 20 cm2. Le temps de contact avec la surface B contrdler 
est de 15 secondes. L'incubation se fait pendant 24 B 72 h, B 30-32 "C. 
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Mise en evidence de microorganismes 
presents sur les cheveux, sur les poils de 
barbe ou de moustache, a la surface de la 

peau ou sur les mains 

Mise en 
evidence de la 

microflore 
portee par les 
cheveux et les 

poils 

Mise en 
evidence de la 
microflore de 

la peau 

Contr6le 
microbien des 

mains 

- PrClever un cheveu ou un poil et 1'Ctaler sur une gClose nutritive coulee en boite de Petri. 
- Incuber pendant 48 heures i 37 OC. 
Le dCveloppement microbien se fait a partir du cheveu ou du poil mis en culture. 
I1 est possible Cgalement de secouer des cheveux longs au-dessus d'une boite de Petri 
contenant des milieux sdlectifs ou non (gdlose nutritive, Chapman, bile-esculine-azide.. .). 

- Humidifier un Ccouvillon stCrile dans une solution d'eau physiologique sterile. 
- A l'aide de 1'dcouvillon, prklever en frottant sur 6 cm2 de peau (c6tC du nez, pli du coude.. .). 
-   taler sur une gClose au sang et incuber pendant 48 heures B 37 "C. 
- RCaliser la meme experience aprks avoir vigoureusement dCsinfectC l'emplacement du 

prClkvement avec un tampon d'alcool B 95 ". 

I1 suffit de faire une empreinte des doigts sur un milieu gelosC coulC en boite de Petri, 
sdlectif ou non (gClose nutritive, gClose Chapman). 
- Incuber pendant 48 heures B 37 "C. 

I1 est egalement possible de tirer sterilement, avec des pinces, un fragment de 5 cm de 
ruban adhCsif (la face interne est stCrile), et de l'appliquer sur la base du pouce ; bien 
appuyer. 
La face ayant eu contact avec la peau sera dCposCe sur des milieux sklectifs ou non (gClose 
nutritive, Chapman, bile-esculine-azide, RBL.. .) 
- Enlever stCrilement le ruban adhCsif de la boite et observer aprks 48 heures a 37 OC. 



ContrBle de I'hygiene des mains 
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Apres un 
lavage simple 

Apres un 
lavage 

antiseptique 

Apres un 
lavage 

prechirurgical 

Le lavage est rCalisC avec une seule dose de savon (ce n'est pas parce que le produit 
mousse qu'il est plus efficace), et au minimum pendant 30 secondes. 
- Rincer et essuyer soigneusement les mains par tarnponnement de deux feuilles de papier 

Zi usage unique. 
- Appliquer les doigts sur une gClose nutritive. 
- Incuber pendant 48 heures Zi 37 "C. 

Le lavage est rCalisC selon le msme protocole que prkckdemment, mais avec un savon 
antiseptique et pendant une durCe de 1 minute. 

A l'aide d'une brosse dCsinfectCe et de savon antiseptique, effectuer un brossage 
prCchirurgica1 en procCdant comme suit. 
- Curer les ongles sous l'eau courante, brosser toutes les portions des mains. 
- Maintenir toujours les mains plus hautes que les bras pour Cviter que l'eau de lavage 

contaminke ne redescende. 
- AssCcher soigneusement les mains Zi l'aide d'une serviette stCrilisCe. 
- Poser les doigts sur une gClose nutritive. 
- Incuber pendant 48 heures B 37 "C. 



ANNEXE 1 
Crithres microbiologiques fixds par la rdglementation fransaise 

Tableau 1 : Viandes de boucherie 
Tableau 2 : Produits transformCs 
Tableau 3 : Viandes de volailles 
Tableau 4 : Foie pas, abats et autres pdpmtion de volailles 
Tableau 5 : Viandes hachks et prkpmtions de viandes 
Tableau 6 : Produits de la mer et d'eau douce 
Tableau 7 : Ovoproduits - P2tisseries a la crkme 
Tableau 8 : Semi-conserves 

Tableau 9 : Matieres grasses d'origine animale 
Tableau 10 : Laits et produits B base de lait 
Tableau 11 : Produits vCgCtaux 
Tableau 12 : PrCparations de vCgCtaux 
Tableau 13 : Aliments divers 
Tableau 14 : Eaux utilisCes dans les industries alimentaires 
Document 1 : Criteres sanitaires des coquillages vivants 
Document 2 : Aliments en conserves 

1 Designation I Microorganismes l~oliformesl Staphylococcus I AnaCrobies I 
aCrobies aureuslg sulfitorCducteurs Salmonella I 30 OCIe 1 46 'Cle 2 5 2  I 

Carcasses ou coupes de demi-gros, 
rCfrigCrCes ou congelees ( I )  Absence 

Pikces conditionnees sous vide ou non, 
rtfrigtrtes ou congeltes 1 5.104(" 1 0 2 1  - 1 Absence ( 

Tableau 1 - Viandes de boucherie (arretk d u  21 dkcembre 1979 art. paru  a u  JO d u  19 janvier 1980)  

(dhpr2s Lumy Dehove - O Lumy SA - mui 1777) 

Portions unitaires conditionnies 
rtfrigtrcks ou congelks et portions unitaires du 
commerce de detail rtfrigercks ou congelees (2) 

Produits de charcuterie crus, haches, soumis 
B dessiccation et a consommer en 1'Ctat 

Produits de salaison crus sales etlou se'che's, 
tranches ou non 

(1) Le prelevement est effectuk en profondeur, aprks cauerisation de la surface. 
(2) Le prilkvement conceme profondeur plus surface sans cautirisation. 
(3) Seules les tolerances de caractere analytique sont acceptkes (plan a deux classes). 

- 

Produits de charcuterie cuits. 
tranchts ou non, quenelles 

I Jambon cuit entier 

3. 102 

I Potages deshydrates 

1 o2 

5.102 

5.102 

1 02 

Absence 

1 02 

1 02 

30 

50 

50 

30 

Absence 

30 

Absence 

Absence 

Absence 

Absence 

Absence 

Absence 

10 

(1) Pour les pltes farcies du type ravioli, ca~el loni ,  lasagne, les quenelles et les plats cuisines auxquels est incorpore du fromage, ce critkredoit 
ewe interpre'ttb. 
(2) Pour les produits de charcuterie conditionnes sous pellicule plastique et sous vide. le crittre relatif aux micro-organismes atbrobies 30 "C 
(3. lo5) par g ne s'applique qu'au stade de la fabrication (usine). 

Absence 

Les crittres microbiologiques des viandes hachdes sont dksormais 
fixees par la directive CE no 94/65 du 14 decembre 1994 transpo- 
ste par l'arrite du 29 fevrier 1996 auquel il convient de se kferer. 
La notion de plat cuisine' a largement CvoluC depuis 1974, en rai- 
son, notamment, de la modification des habitudes alimentaires et 
des proctdes technologiques. Les critkres prevus ci-dessus pour les 
plats cuisines ne peuvent donc Etre appliques systematiquement a 
tous les produits que I'on qualifie aujourd'hui comme tels. 

grddients cms, blanchis, cuits ou precuits ne doivent pas &re assi- 
milees aux plats cuisines a l'avance. C'est le cas, par exemple, des 
preparations comme les sandwichs, les assiettes froides, certaines 
salades, les pizzas ou les quiches lorraines. Les preparations n'ayant 
fait l'objet que d'un traitement thermique ltger afin d'ameliorer 
leur presentation (dorage ou gratinage superficiel ou prkfritage) ne 
peuvent non plus &tre considCrees comme des plats cuisines B 
I'avance. 

I1 convient donc de rappeler la dtfinition des plats cuisines Il ressort de ces faits que l'analyse microbiologique de ce type de pd-  
l'avance. Dans cette definition. les termes cuites ou precuites >> paration ne repose pas sur des criteres reglementaires et que les entre- 
s'appliquent aux preparations culinaires et non aux denrks servant prises doivent donc definir des critkres internes dans le cadre de la 
a leur elaboration. Ainsi les denrees constituees d'un melange d'in- definition de leur autoconwijles fonde's sur la methode du type HACCP. 

Tableau 2 - Produits transformCs (ArrGtC 21 ddcembre 1979, article 3 modifid p a r  arretk 29 fkvrier 1996)  
(d'aprhs Lamy Dehove - O Lamy SA - rnai 1999) 



Annexes I 

Designation Anaerobies 
Salmonella 

I I *. 
Vol;~illes entitres rtfrigtrtes, congeltes 
ou surgeltes 1 - 1 - 1 - 1  - I  - I  Absence I  
RBtis, escalopes et paupiettes crus, 
pants ou non 1 30 Absencelg 

Tableau 3 - Viandes de volailles (Arr&tk 2 1 dtcembre 1979, article 3 modifit par arrkte 29 fevrier 1996) 
(Zaprhs Lnmy Debove - Q Lnmy SA - mai 1999) 

RBtis cuits, entiers ou tranchts et paupiettes 
cuites ou pricuites 

Viande crue sCparCe mtcaniquement 

Viande cuite stparte mtcaniquement 

Viande crue sCparte mtcaniquement 
et irradiee ' I J  

(I)  Ces critkres concernent la viande de surface (peau si la pikce de decoupe en compone) et en profondeur (muscles). 
(2) Ces critkres concernent la viande de surface (peau si la pikce de dkcoupe en compone) et en profondeur (muscles). De plus, pour ces produits, 
aw infkrieure B 0,90. 

(a) Plan B 3 classes. I 

(b) Plan B 2 classes. 
(1) ArrEtC du 2 mars 1985 (JO du 23 mars) ; l'article 2 de cet arrCtC stipule en outre : a seules les viandes crues sCparies mecaniquement rkpondant 
aux critkres microbiologiquea les rendant propres i la consommation, B I'exception de ceux visant les salmonelles, pourront Ctre traitkes par i 

rayonnements ionisants conformtment aux dispositions rkglementaires en vigueur n. 1 

3. lo5 

1 O6 

3.105 

l@ 

Tableau 4 - Foie gras, abats et autres prkparation de volailles 
(dhpris Lnmy Debove - Q Lnmy SA - mai 1999) 

Designation 

Foie gras cru de canard ou d'oie, nu, 
ou conditionne sous vide ou non 

Pitces de decoupe crues de viandes de 
volailles conditionntes ou non ( l )  

Abnts crus de volailles autres que 
le foie gras conditionnts ou non 

Pieces de dtcoupe de volailles fumCes, 
saltes, conditionnks sous vide ou non, 
B consommer en I'ttat 12' 

Pour que des viandes hachees ou des prtparations de viandes puissent &tre reconnues propres a la consommation humaine, confor- 
mCment i l'article 3 du dCcret no 71-636 du 21 juillet 1971, elles doivent rCpondre aux crit2res microbiologiques suivants : 

- 

- 

- 

- 

Coliformes 
fkcaudg 

5.102 

1 o3 

1 0' 

10 

Microorganismes 
aerobies 30 OCIg 

5.1 04 

5.10' 

5.106 

1 O6 

1. Viande hachke e t  prkparations d e  viandes hachees 

10 

5.103 

10 

50 

Salmonella 

Absence125 g 

Absencelg 

Absencelg 

Absence125 g 

SIaphylococcus 
aureuslg 

102 

1 02 

5.102 

102 

Gennes atrobies mtsophiles n ( c )  = 5 ; c (dl = 2 

Eschenchia colt n = 5 ; c = 2 

102 

1 i? 

1 02 

10 

AnaCrobies sulfito- 
r6ducteurslg 

10 

30 

30 

10 

Staphylococcus aureus n = 5 ; c = 2 

milieu solide et 30 m lors d'un denombrement etfectue en milieu liquide. 
(b) m = Seuil limite en dessous duquel tous les rksultats sont considiris satisfaisants. 
(c) n = Nomhre d'unitis compoaant I'dchantillon. 
( d )  c = Nomhre d'unitis de l'kchantillon donnant des valeurs situtes enve m et M. 

M (a) 

5 x 10S/g 

5 x 102/g 

Salmonella n = 5 ; c = 0 

Tableau 5 - Viandes hachkes et des de viandes - JO du 29 aobt 1996 

10 

102 

30 

1 

i-. m(b) 
5 x lOYg 

50lg 

I 03/g 

Absence dans 10 g 

Absence 

Absencelg 

Absence 

Absence 

1 021g 

(a) M = Seuil limite d'acceptabilitk au-deb duquel les resultats ne son1 plus considir& comme satisfaisants. M Ctant Caal a 10 m lors d'un dtnombrement effectui en 



Annexe 1 

Micro- Anaerobies 
Iorganismes~Coliformes(CoIiformesStaphylococcus su1"o- / Sal;;? I 

aerobies 30 "Clg fkauxlg aureuslg reducteurs 

2. Autres prkparations d e  viandes 

Eschrrichia coli n (c )  = 5 ; c (d) = 2 

Staphylococcus aureus n = 5 ; c = 2 

Salmonella n = 5 ; c = 0 

I Tous crustacts, y compris crevettes entitres 
cuites ou crues, congelCs ou surgelts 1 1 0 3 / 1 1 - I  - 1 Abscence I 
Crustace's entiers cuits refrigiris 
autres que crevettes 

I Crevettes cuites dicortiqutes, rtfrigtrkes 
et dtcortiqu6es congeltes ou surgeltes I l(Y 1 1 0  ( - / ID. 1 lo  Absence I 

(a) M = Seuil limite d'acceptabilite au-deli duquel les ksultats ne sont plus consid6r6s comme satisfaisants, M &ant Bgalg 10 m 101s d'un dtnombrement effectut 
en milieu solide et i 30 m lors d'un denombrement effectue en milieu liquide. 

(b) m = seuil limite en dessous duquel tous les resultats sont consid6ris satisfaisants. 
(c) n = Nombre d'unitds composant I'echantillon. 
(d) c = Nombre d'unitis de I'echantillon donnant des valeurs situees entre met M. 

Tableau 5 - Viandes hachkes et des prkparations de viandes - J O  du 29 aoGt 1996 

M fa) 

5 x 1 03/g 

5 x l OZ/g 

IEscargots de'coquillts surgelts ou congelts 1 - I - ( - I - 1 lo3 1 Absence 1 

m (b) 

5 x 10Z/g 

5 x 1O/g 

30 "Clg 

1 o5 

I Cuisses de grenouilles fraiches, congel6es 
ou surgeltes ( ' I  1 5 1 N  I - 1 10' 1 ID .  I - 1 Absence I 

Absence dans 1 g 

Poissons tranchts, panes ou non, 
filets de poisson frais, rtfrigerts 

1 

Poissons tranchts, panis ou non, 
filets de poisson congeles ou surgelts I 5.104 I - 1 10 1 10' 1 

( Absence I 

- 

Absence I 
I Prtparations i base de chair de poisson, 
hachees, cmes 1 5.1N 1 - 1 lo2 1 lo2 Absence I 

- 

Tableau 6 - Produits de la mer et d'eau douce 
(Arretk 21 dkcembre 1979, article 5 modifik par arretk du 2 juin 1988, article 13 mars 1989 et arretk 2 juillet 1996) 

(d'apr2s Lamy Dehove - O Lamy SA - mai 1999) 

46 "Clg 

2 

Coquilles Saint-Jacques et moules prtcuites 

100 g de chair de coquillage et de liquide intewalvaire ne doit pas chair. 
exctder 300 wlifomes ftcaux ou 230 Escherichia coli, estimt sur la En I'absence de technique de routine pour la recherche de virus et 
base d'un test h 5 tubes et 3 dilutions. ou de tout autre procede bactt- de la fixation de normes virologiques, le contr6le sanitaire se fonde 
riologique dont l'tquivalence en niveau de precision est demontree. sur des dtnombrements de bactiries ftcales. 

Absence 

Document 1 - Critkres sanitaires des coquillages vivants destinCs h la consommation humaine immediate 

(1) Ces critkres s'appliquent aussi aux cuisses de grenouilles congele'es ou surgeltes traities par rayonnements ionisants. 

106 - 

C 

4 

10 

fisignation 

Ovoproduits pasteurisks 

Blancs d'sufs non pasteurisks 

P&tisseries et cSmes p & M i r ~ s  

Observations : Les critkres fixts au niveau national se rapprochent de Cependant les critbres nationaux sont plus severes pour les atrobies 
ceux fixts par les dispositions communautaires. L'arrEtC du 11  mars (10 000 au lieu de 100 000) et les entCrobactCries (10 au lieu de 100). 

+ 1998 fait bien rkfkrence a la directive CEE no 891437 du 20 juin 1989. 

10' 

Micmrganismes 
aerobies 
30 "Clg 

1 o5 

- 

3.105 

.. 

30 

Tableaux 7 - Ovoproduits - Pitisseries i la creme (Arr. 21 decembre 1979, art. 6 modifiC par Arr. 11 mars 1998) 
(dizprhs Lamy Dehove - O Lamy SA - mai 2000) 

Ovoproduits traites thermiquement 

Absence 

Coliformes 
30 "Clg 

- 

- 

1 o3 

Staphylococcus 
aureuslg 

Absence 
(Enirobactiries) 

- 

1 02 

Coliformes 
fecauxlg 

10 

- 
1 

Microorganismes 
akrobies a 30 "C 

par gramme ou par mL 

1 o-' 

Anakrobies 
sulfito-reducteurs 

46 "C/g 
- 

- 

10 

Enterobacteries 
par gramme 
ou par mL 

10 

Salmonella 
25 g 

Absence 

Absence 

Absence 

Staphylococcus 
aureus par gramme 

ou par mL 

Absence 

Salmonello 
dans 25 grammes 

ou 25 mL 

Absence 
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Designation 

Pasteurides " I  

Les critkres microbiologiques suivants peuvent Etre actuellement admis pour - Staphylococcus aureus (par gramme) : 5 ' I '  ; 
les prksentations du saumon fume et les poissons Itgkement salts et fumts : - Anatrobies sulfitor6ducteurs 46 'C (par gramme) : 1 "' ; 
- micro-organismes airobies 30 "C (par gramme) : 106 " I  ; -Salmonella dans 25 grammes : absence. 
- coliformes fkcaux (par gramme) : 1 ; 
(I) Seules les toltrances d'origine analytique sont accepttes (BID 1990. no 6, p. 63, no 90-154). 
La tolkrance accordke aux anchois en saumure, moins de 10 g pour les anaerobies sulfitor&iucteurs 46 "C au lieu de absence de germes, peut-Stre ktendue ?i l'ensemle 
des semi-consewes dkfinies prkparees B base d'anchois sales (BID 1986, no 10, p. 8, no 86-379). 

Non pasteurisees ' I '  

- rollmops. harengs saurs, anchois 
au sel ou a I'huile '21 

- saumon fume, haddock et autres 
poissons legerement sales et fumes IN 

Tableau 8 - Semi-conserves (ArrEtb 2 1 d tcembre  1979, article 9) 
(dhprhs Lamy D c h  - 0 Lamy SA - mai 1999) 

Microorganismes 
aerobics 
30 "Clg 

Absence 

( I )  Revivification de la suspension mbre pendant 2 h ii la tempkrature du laboratoire pour les semi-conserves et pendant 30 min B 45 min pour ler semi-consewes non 
pasteur~sees. 
(2) Cas particulier des anchois en saumure : anaerobies sulf. rkducteurs 46 "C : moins de IOIg. 
(3) Denombrement en milieu a I'eau de met nu a dtfaut a I'eau de salinitC 3.5 % et B une tempkrature d'incubation de 20 "C pendant 5 jours. 

105 

106 0' 

Coliformes 

/g 
A 

Absence 
- 

Absence 

Absence 

I 

Designation 

Non fondues (toutes esptces) 

Staphylococcus 
aureuslg 

m 

Absence 

Fondues alimentaires ( 5-lo2 1 Absence I - I Absence (d) I A b ~ e n c e ' ~ ]  I Absence I 

Micro- 
o r g a n i s m ~ ~  

akrobies 
30 "Clg "1 

1 o4 

Coliformes 
30 "Clg 

102 ") 

Huiles d e  beurre ,  matikres  gasses 
d e  lait a n h y d r e  ( I )  

B e u r r e  c r u  "I (*)(Phosphatase positive) 

Beur res  i2'ib) (Phosphatase positive) 

(a) Beurre obtenu a pmir  de crimes n'ayant pas subi de traitement thermique. 
(b) Produits obtenus partir de composants ayant subi un traitement thermique au moins Cquivalent A la pasteurisation. 
(c) Plan a 3 classes. 
(d) Plan i 2 classes. 
(e) Autres que les esptces lactiques. 
(f) Dans I'iventualitC ou des risultats seraient considCrts comme non satisfaisants pour I'un des critires suivants : phosphatase, coliformes ou 
micro-organismes aCrobies autres que les lactiques, i l  convient de proceder au contrBle de ces critires sur des echantillons complCmentaires. 
(1) ArrEtC du 21 dicembre 1979 (JO du 19 janvier 1980). 
(2) ArrOt6 du 15 avril 1986 (JO du 30 avril 1986). 

- 

Absence 

1 

C o r p s  g r a s  h base d e  mat i s re  grasse 
butyrique (21 Cb) (Phosphatase ntgative) 

B e u r r e  concentrk (Phosphatase ntgative) 

Tableau 9 - Matikres grasses d'origine animale, y compris butyriques 

(d'aprhs Lamy Dehove - O Lamy 5.4 - mai 1999) 

Anaerobies 
sulfito-reducteurs 

46 "Clg 

Absence 

Coliformes 
f e c a u d g  ('I 

10 

5-102 
- 

103 "I 

Arrett du 20 dtcembre 2000 modifiant I'arrEte du 21 dkcembre 1979 relatif aux criteres microbiologiques auxquels 
doivent satisfaire certaines denrCes animales ou d'origine animale 

Salmonella 
25 g 

&t 

Absence 

Absence i21 

Absence 

- 

5- 10' 

Annexe 
Les produits vises au prtsent article doivent etre exempts de microorganismes ou toxines B des niveaux dangereux pour 
la santt publique. En outre, les criteres microbiologiques et biochimiques applicables aux laits de consommation ou 
aux produits laitiers non revEtus d'une estampille de salubrite communautaire, d'une part, et, d'autre part, aux laits de 
consommation ou aux produits laitiers revetus d'une marque de salubritt communautaire jusqu'i leur date limite de 
consommation (DLC) sont les suivants : 

- 

Absence 

Absence 

Staphylococcus 
aureuslg ('I 

1 02 I" 

- 

1 0  
(provisoire) 

10 

Absence 'd' 

Anakrobies 
sulfito- 

rkducteurs  
46 OCIg 

10 (') 

- 

- 

- 

Salmonella 
25 g '*I 

Absence 

- 

- 

Absence 

102 (=I 

10 (" 

10 (" 

Absence 

- 

- 

- 

- 

Absence 

Absence (O 

- 
- 

Absence (O 

- 
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Tableau 10 - Critkres microbiologiques concernant les laits e t  produits base d e  lait (mite etfin) 

Wsignation 

Lait pasteurise 
conditionnC jusqu'a 
J + 4  

Lait pasteurisi 
conditionne i la date 
de p6remptlon (2) 

Produits liquides 2 
base de laits non 
traites 
thermiquement 

Produits liquides i 
base de laits traitis 
thermiquement et 
fermentis, laits 
fermentes (notam- 
ment yaourts, kkfir) 

Laits gClifiCs et laits 
emprCsurCs 
aromatises 

Beurre cm 

Beurre pasteurise, 
corps gras base de 
matiere grasse 
butyrique, beurre 
concentre 

Crkme cme 

Crkme pasteurisee 

Fromages non 
affinis aux laits 
traites 
thermiquement 

Caseines et 
casehates (6) 

Glaces et crkmes 
glacBes 

(1) DCnombrement 
positive par comptage 
(2) Doit &tre stable i l'e%ullition. 
(3) Le depassement de ces normes doit entrainer dans tous les cas une revision de la mise en ceuvre des mithodes de surveillance et de contr6le des points 
critiques appliquees dans l'etablissement de transformation. Le directeur des services veterinaires est informe des procedures correctives introduites dans le 
systeme de surveillance de la production pour em$cher la dpetition de tels dipassements. 
(4) Ne s'applique pas aux cremes maturies. 
(5) S'applique uniquement aux cremes maturkes. 
(6) Journal officiel des Communautes europiennes du 11 octobre 1990, reglement (CEE) no 2921190. 

Micmrganismes 
aerobies a 30 "C 
(par gramme) 

30 000 

1 o3 

30 000 (4) 

30 000 et flore 
thermophile 5 x lo3 

3x105 

selon la norme expdrirnentale 
des colonies b 44  OC 

Coliformes 
a 30 "C 

(par gramme) 

10 

1 02 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

Absence dans 
0.1 g 

1 ff 

de I'AFNOR 
- Methode de 

Coliformes 
fbcaux 

(par gramme) 

Absence 
dans 1 mL 

Absence dans 1 
mL 

1 

1 

1 

1 

1 

V 08-053 a 

routine n. 

Escbichia 
coli 

(par g.) (1) 
Escherichin 

coli 
(par g.) (1) 

104 (3) 

10' (3) 

Microbiologie 

Staphylococcus 
aureus 

(par gramme) 

10 

10 

Iff 

10 

102 

10 

10 

10 

alimentaire-Dinombrement 

Salmonello 
dans 25 

grammes 

Absence dans 
250 mL 

Absence dans 
250 mL 

Absence 

Absence 

Absence 

Absence 

Absence 

Absence 

Absence 

Absence 

Absence 

des 

Phosphatase 

Negative 

Negative 

Positive 

Negative 

Positive 

NBgative 

Escherichia coli 

Acidit6 
exprimbe 
en acide 
lactique 

(700) dans la 
partie non 

grasse 

Entre 1.4 et 
1,s 

> 4 (5) 
S 2.5 (4) 

P-glucuronidase 
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(a) Plan a 3 classes (cf. Option QualitC, no 67). (3) Spkcification technique no F6-88 du GPEMJDA approuvk le 30 juin 1988 
(b) Plan a 2 classeq (cf. Option QualitC, no 67). (BOCCRF du 3 mars 1989). 
(1) Dkision no F4-78 du GPEMJDA approuvte le 14 novernbre 1978 (BOCC (4) Avis du CSHPF, sCance du 30 septembre 1986 (BID dtcembre 1987). 
du 21 dkembre 1978). (5) Arrtt6 du 10 mars 1988 (JO du 24 avril 1988) - additif no 7 a la Phrmaco- 
(2) Spkcification technique no F5-86 du GPEMJDA approuvte le 28 janvier 1986 pie frangriise. Ces critkres s'appliquent aussi en t a t  que recommandations aux 
(BOCCRF du 25 juillet 1986). plantea arornatlque\ er aux plates a infusion qui sont des aliments. 

Dbignation 

IRgumes 
- surgeles (1) (levures : 1 000, 
moisissures : 500) 
- surgeles ayant subi une manipulation 
"1 (levures : 2 000, moisissures : 1 500) 

Ugumes  dkshydratb  ou lyophilisks 12' 

Flocons de  pommes d e  term 
deshydratkes pour p u r k  

Algues destinkes a la consommation 
humaine ('1 

Plantes mCdicinales ' 5 )  

Tableau 11 - Produ i t s  vegetaux 
(dhpr2s Lamy Dehove - 0 Lamy SA - mai 1999) 

Tableau 12 - Preparat ions  de vkgdtaux (ArrCte du 28 mai 1997) 

Micro- 
organismes 

a imhies  
30 "Clg ("I 

5.1W 

15.1W 

1 o5 
3.1W (levures et 

moisissures : lo2) 

1 o5 

(levures et 
moisissures : loS) 

Coliformes 
30 " U g  "' 

1 0' 

3.10' 

- 
- 

- 

- 

Coliformes 
fkcauxlg "' 

15 

15 

3 

3 

10 

- 

Staphylococcus 
aureuslg "I 

10 

102 

- 

10 

1 02 

- 

AnaCrohies 
sulfito- 

rCducteurs 
46 "Clg 

10 (1 Clostridium 
perfringens) 

10 (1 Clostridium 
perfringens) 

10 

10 

lo2 (1 Clostridium 
perfringens) 

- 

Salmonella 
25 g 'bl 

Absence 

Absence 

Absence 

Absence 

Absence 

- 
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Tableau 13 -Aliments divers 
(a) Plan à 3 classes. 
(b) Plan à 2 classes. 
(1) Arrêté du 21 décembre 1979 (JO du 19 janvier 1980). 
(2) Arrêté du 13 septembre 1967 (JO du 17 octobre 1967). 
(3) Arrèté du 8 mai 1964 (JO du 28 mai 1964). 
(4) Arrèté du 19 juillet 1985 (JO du 6 août 1985). 
(5) Arrêté du 16 janvier 1980 (JO du 16 février 1980). absence de Pseudomonas aeruginosa dans 1 g. 
(6) Arrêt6 du 5 septembre 1989 (JO du ler octobre 1989) aucune activité antibiotique. 
(7) Arrêté du 10 février 1984 (JO du 25 mars 1984) M = 5 m ; tolérance analytique pour la valeur M = 1,5 m. 
(8) Décision no E 3-79 du GPEM/DA approuvée le 17 octobre 1979 (BOCC - BOSP ler décembre 1979). 

Conserves à base de denrées animales ou d'origine animale (arrêté 
du 21 décembre 1979 paru au JO du 19 janvier 1980 et directive 
CEE n077/99 du 21 décembre 1976 modifiée par les directives CEE 
no 881658 du 14 décembre 1988 parues au JOCE du 31 décembre 
1988 et du 10 février 1992). 
Les conserves à base de denrées animales ou d'origine animale, 

Désignation 

Gélatine pour usage alimentaire 
- catégorie 1 

- catégorie 2 

- cat6gorie 3 

- catégorie 4 

Gluten de  blé partiellement 
hydrolysé 14) 

Lactosérum hydrolysé 15) 

Préparations enzymatiques 16) 

Sang des animaux de  boucherie à 
- à la saignée 
- sang ou produits de sang ayant 
subi des manipulations 

Sorbets, glaces à. .., glaces au s h p  (*) 

Margarine 

quelle que soit la nature de leur emballage, doivent satisfaire à des 
épreuves permettant de vérifier leur stabilité. 
Ne doivent pas être soumis à ce contrôle les boîtes mktalliques ou 

Coliformes 
30 "Clg '") 

- 

- 

- 

- 

- 

30 Cb) 

30 ("' 
17) 

- 
- 

102 (") 

25 'bl 

Micro- 
organismes 

aérobies 
30 OCIg '"' 

104'b) 

104") 

104 'b) 

104(b1 (levures 
et moisissures : 

1 e 2 )  tb) 

- 
- 

usage alimentaire 
105 18) 

1 06 1") 

3. 105(") 
- 

les bocaux en verre à couvercles déformables présentant des dé- 
fauts majeurs, tels que bombement, flochage ou fuitage. II en va 
de même pour les conserves présentées en emballages en matière 
plastique ou complexes métalloplastiques qui présenteraient une 
modification apparente de l'emballage. 
Les épreuves comportent les opérations suivantes : 

-étuvage d'individus à 37 OC (_+ 1 OC) durant sept jours ou à 
35 OC (k 1 OC) durant dix jours ; 

-étuvage d'individus à 55 "C (+ 2 OC) durant sept jours. 

Coliformes 
fécaudg '") 

1 (b) 

(Escherichiae) 
10 Ib) 

(Escherichiae) 
102 (b) 

(Escherrchiae) 
102 'b) 

(Escherichrae) 

Absence 
(E. coli) 

- 

- 

1 OZ (4 

103 ("1 

(E. coli) 
1 (4 

- 

À l'issue de ces épreuves, aucun bombement ou fuitage ne doit 
être constaté ; 

-une appréciation de la variation du pH entre les unites étu- 
vées et des unités non étuvées témoins, laissées à la tempéra- 

Staphylococcus 
aureuslg la) 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Absence 

- 

102 '"1 

1 O (a) 

- 

ture du laboratoire pendant les durées précitées, cette tempé- 
rature devant être cependant inféneure à 25 OC. La variation 
de pH ne doit pas dépasser 0.5 unité ; 

-une appréciation de la variation de la flore microbienne entre 
unités étuvées et non étuvées. 

Soit n le nombre de micro-organismes dknombrés sur 20 champs 

Anaérobies 
sulfito- 

réducteurs 
46 "Clg '") 

1 ml 

1 @' 

10 (b) 

10 'b) 

- 

- 

30 (") 

- 
30 '") (spores) 

- 

- 

microscopiques observés sur une boîte incubée, et n' le nombre de 
micro-organismes dénombrés sur une boîte non incubke ; le rap- 
port nln' doit être inférieur à 100. 

Salmonella 
25 g Ib1 

- 

- 

- 

- 

Absence 

Absence 

Absence 

Absence 
Absence 

Absence 
- 

NOTA : Ce rapport apparemment élevé n'a pas pour but de tolkrer 
une multiplication même modérée des micro-organismes. Il n'est 
établi à cette valeur qu'en raison de l'inconstance de la reproduc- 
tibilité de l'examen bactérioscopique. 
En cas de doute, et notamment lors du contrôle de certains pro- 
duits de la pêche. un examen bactériologique conduit avec toute la 
rigueur technique requise est effectué. 
En cas de litige, il peut être fait application des normes AFNORV 08- 
401 et V 08-402 relatives au contrôle de la stabilité des conserves. 

Conserves a base de  denrées végétales ou d'origine végétale 
(arrêté du 28 mai 1997 paru au JO du 19 juin 1997). 
Pour répondre au contrôle de la stabilité, la conserve doit satis- 
faire à une épreuve d'incubation à 32 OC pendant 21 jours et 55 OC 
pendant 7 jours, vérifiée selon les modalités définies par l'arrêté 
du 26 septembre 1985 pour les conserves d'un pH 2 4,5 (soit norme 
AFNOR NF V 08-401) ou à toute autre épreuve d'incubation d'ef- 
ficacité au moins équivalente ; elle doit satisfaire à une épreuve 
d'incubation à 32 "C pendant 21 jours si le pH est 14,5 .  

Document 2 -Aliments en conserve 
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L'eau ne doit pas contenir d'organismes pathogknes, en particulier. 

Designation 

eaux destinies i la 
consommation humaine 

Tableau 14 - Eaux utilisees dans les industries alimentaires 

L'analyse doit Ctre effectuie dans les 12 heures qui suivent le prklkvement. 

Coliformes 

absence dans 100 mL 
(95 % des Cchantillons) 

Designation 

eaux destinees 
?i la consommation humaine 

Coliformes thermo 
tolerants 

absence 
dans 100 mL 

Staphylococcus aureus 

absencedans 100mL 

Spores de batteries 
anaerobies 

sulfito-dductrices 

moins d'une spore 
dans 20 rnL 

Salmonella (5 L) 

absence dans 5 L d'eau prelevke 

Streptocoques fkcaux 

absence 
dans 100 mL 

Bactbriophages fecaux 
(50 mL) 

absence dans 50 mL 
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ANNEXE 2 
Rkfkrences des mkthodes normaliskes ou officielles existant 

pour les analyses proposkes 
~ t a ~ e s  prCparatoires 

~chanti l lonna~e 
PrCparation de 
I'ichantillon pour essai 

Pdparation 
des dilutions 

MCthodes sectorielles 

9 
r, 

: 
S 

3 2 
8 '2 
.E : 
14 

Cat6gorie de microorganismes 

Aerobies mesophiles 

Anaerobies 
sulfitoreducteurs 46OC 
Anaerobies sulfito- 
riducteurs (spores) 
Bacillus cereus 

Bacillus thermophiles 

Bacillus thermophiles 
(spores thermorisistantes) 
Brochotrix thermosphacta 
Ccimpylohacter 
thermo[olCrants 
Clostridium peflringens 

Clostridiurn thermophiles 

Clostridium thermophiles 
(spores) 
Coliformes 

Coliformes therniotolerants 

Enterobacteriaceae 

Escherichia coli 

Escherichia coli presume 

kvures  

Listeria ntonocytogenes 

Moisissures 

Salmonella 

Sraphylococcusaureu~ 

Vibrio parahernolyricus 

Yersinia enrerocolitica 

E 
8 
P 

MO 
25 Nov.86 
NS 8163 

MO 
25 Nov. 86 
NS 8163 

MCthodes horizontales 

de r6f4rence 

VOX-001 Juin 84 
NF I S 0  7218 

Mai 96 (V08-002) 

NF V08-010 
Mars 96 

D 

D 

D 
D 

R 

D 
D 

R 
D 

R 

D 

D 

D 

D 

R 

D 

D 

D 

R 

D 

R 

RD 

R 

R 

NF V08-201 
Juil. 78 

NF V 18 301 
Mars83 

, 
E 
3 
8 v 

NFV08-403 

Avr 80 

de routine 

NF V08-404 
Avr. 86 

V08-407 
Oct. 89 

NF V08-405 
Dec. 86 
VO8-407 
Oct. 89 

V45-110 
Juin 81 

MO Nov. 86 
FIL 153 91 

MO 
25 Nov. 86 
NS 8163 

MO 
28 Avril88 
circ. 8003 

MO 
25 Nov. 86 
NS 8163 

MO 
25 Nov. 86 
NS 8163 

NFIS04833 
Jul. 91 (VO8-011) 

MO ArrEre 
21 Dec.79 

NF IS07932 
Jan. 94 (V08-023) 

NF I S 0  10272 
Jan. 96 (V08-026) 

NF VO8-019 
Dec. 85 

NF IS04832 
Jul. 9 1 (VO8-015) 

NF IS0 483 1 
(VO8-016) luil. 91 

NF V08-017 
Juin 80 

IS07402 
Dec. 93 (V08-021) 

N F l S 0  8523 
Fev. 92 (V08-025) 

NFV08-017 
Juin. 80 

NF IS0 725 1 
Sept. 94 (V08-020) 

NF IS07954 
Aour 88 (V08-022) 

Note.Serv~ce. 
10 Fev. 88 

NF I S 0  7954 
Aou 88 

(VO8-022) 
NF 1.30 6579 

Dee. 93 (V08-013) 

NFVOB-014 
Jan. 84 

MO ArrEtC 
21 Dec 79 

NF IS0 8914 
Mai 91 (V08-024) 

I S 0  10273 
Mai 95 (VO8-027) 

$a 
2 .2 2 
' - s u  g w < w  
o e $  v a -  

MO 
28 Avr. 88 
circ. 8003 

N F V 0 3 4 ~ a  
Dec. 8 1 

MO 28 
Avril 88 

circ. 8003 

V45-111 
Jul. 85 

MO 
28 Avril88 
circ. 8003 

V08-051 
Dec. 92 

VO8-058 
Nov. 95 

VO8-056 
Avr. 94 

VO8-050 
Dec. 92 

VO8-060 
XP Mars 96 

VO8-054 
Ocr. 93 

V08-053 
Dec. 93 

V&Brltj9 
Nov. 95 
VO8-055 

1993 
V08-059 
Nov 95 

VO8-052 
Sept93 

VO8-057 
Nov. 94 

Y) 

* 
, f 
8~ ,a; 

NFV59-103 
Oct. 82 

7,7 

NF VO3-454 
Dec. 81 

E 
g 3 .a w 

Q .E 
07 

MO 
30 Aout 68 

NFV59-101 
Oct. 82 

NF V59-106 
Oct. 82 

NF V59- 107 
Mars 84 

NF V59-102 
Oct. 82 

NFV59-104 
Oct. 82 

NF V59-105 
Oct. 82 

8 
.aI 
0 

& B  
z 2 
i B  
u b  

MO 
30Aout 68 

MO 30 
Aout68 

MO 
30 Aout 68 

MO 
30 Aou168 

MO 30 
Aout 68 
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~ t a ~ e s  prkparatoires 

lhhanti~lonna~e 
Wparation de 
1'6chantillon pour essai 

Pdparation 
des dilutions 

$! 
A - 
% 
& 
P 

Mkthodes sectorielles 

NF V 08-301 
Juin 83 

NF V08-301 
Juin 83 

V 08-301 
Juin 83 

Categorie de microorganismes 

ABrobies rndsophiles 
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ANNEXE 3 - Exemples &application des mdthodologies de 
ddnombrememt et de recherche prdsentdes au chapitre IV 

* manipulations dtcrites 
** D : dtnombrement 

R : recherche 

Categorie de 
microorganismes 

ACrobies mCsophiles 

Anatrobies 
sulfito&ucteurs (spores) 
Bacillus thermophiles 
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Clostridium thermophiles 
(formes vtgttatives et 
spores) 
Clostridium thermophiles 
(spores thermodsistantes) 
Coliformes 

Colifomes 
thermotolerants 

Entembacteriaceae : 

Escherichia coli 

Levures et Moisissures 

Listeria monocytogenes 

Lipolytique (flore) 

Pseudomonas 

Psychrotrophes 
Salmonella 

Staphylococcus aureus 

Streptocoques fdcaux 

Vibrio parahemolyticus 

* 
P 
7 
2 
% 
g 
& 
D 

D 

R 

D 

D 
IUD 

D 

R 

D 
D 

D 

R 

D 

D 

D 

IUD 

D 

D 

R 

D 

D 

D 
R 

D 

R 

MCthodes alternatives 

* DEFT (lait) 
* ATP mdtrie 

(contr6le de stdrilitd 
jus de fruits) 

Imp6dancemdtrie 
(boissons) 

ImpCdancemdtrie 
(produits laitiers - 
viandes-poissons- 

legumes) 
ImpedancemCtrie 
(produits laitiers - 

viandes) 

Imp6dancemCtrie 
(produits laitiers - 

boissons) 

En milieu 
liquide 

*NF V 08-404 
(conserves) 

*V 08-407 
(conserves) 

*NF I S 0  4831 
(V 08-016) 

(quenelles fraiches) 

T 90-4 15 

M6thodologie 
culture 

Dans la masse 

M.O. 
(lait pasteurisd) 
ou NF I S 0  4833 

(V 08-01 1) 
NF V 08-019 

(algues alimentaires) 

(vin) 
FIL 117A 

NF V 04-505 
(viandes) 

(lait) 
( laits pour fromage 

h pate cuite) 
NFV 08-019 

NF V 08-405 
(conserves) 

V 08-407 
(conserves) 

NF I S 0  4832 
(V 08-015) 

ou V 08-050 

NF V 08-060 
(eaux de 

consommation) 

NF I S 0  7954 

FIL 101 A(lait) 

Mkthodes classiques par 

~talement d'une 
prise d'essai 

XP T 90-401 (eaux 
de consommation) 

* NF I S 0  10272 

*mCthode spirale 
NFV08-100 

(chair i saucisse) 

*NF I S 0  8523 
(V 08-025) 

(semi-conserves) 
* NF V 08-053 
(camembert) 

*NF V 03-454 
(aromates) 

*FIL 143 A 
NF V 08-055 
*FIL IDF 41 
(beurre lait 
ou fromage) 

*NFV04-504 
(viandes) 

*NF IS06579 
(V 08-0 1 3) 

* FIL 138 et FIL 
145 (lait sec) 

NF I S 0  89 14VO8 
024 (coquillages) 

En milieu 

En surface 

PCtrifilm 

Petrifilm 
flore totale 

valid6 AFNOR 
NFV 03-100 

*Pdtrifilrn 
coliformes 
(fromages) 

NF V-03- 100 

Pdtrifilrn 
Enterobactiriaceae 

*Petrifilm E.coli 
(fmmages) 

NFV 03-100 
Pdtrifilm 
levures- 

moisissures 

solide 

Filtration sur 
membrane 

*(vin) 

NFT 90-414 
(eaux) 

filtration sur 
membrane 

NF T 90-414 
(eaux) 

filtration sur 
membrane 

NF T 90-416 
filtration sur 

membrane(eau) 



Annexes 

ANNEXE 4 
PrCsentation des Ctapes des analyses dCcrites dans les 

manipulations des chapitres 111, IV et VI 
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Milieu de Rosenow 
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@lose sulfiti au citrate de 
sodium 
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modifiC par Bergere 

Milieu : tryptone- 
lauryl-sulfate 
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GClose lactosk bi l ik 
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au vert brillant 
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ANNEXE 4 
Prksentation des kapes des analyses dkcrites dans les 

manipulations des chapitres 111, IV et VI 

* D : dknombrement 
R : recherche 

CatCgorie de 
microorganismes 

Escherichia coli 
Levures 
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enrichissement 
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Pseudomonas 
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Ccrirne sterile 
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Denombrement en surface 

L 
3 2 
P a 
19 ,r 
e B 
n a2 r z 

I 
1 

Btape 



LISTE DES SIGLES 

A 
ADN : Acide dtsoxyribonuclCique 
AFAQ : Association fran~aise pour 
1'Assurance qualitt 
AFNOR : Association fran~aise de 
Normalisation 

B 
BNM : Bureau national de Mttrologie 
BPU : Bactometer Processing Unit 

C 
CAL : Comitt agroalimentaire 
CBRT : Concentration en bactdries 
revivifiables totale 
CCD : Camtra numtrique 
CEN : ComitC europden de Norma- 
lisation 
CFA : Colonisation factor antigen 
CMF : Cytomttrie en flux 
CNEVA : Centre national d '~ tudes  
vCtCrinaires et alimentaires 
COBRA : Comptage bactkrien rapide 
COFRAC : ComitC fran~ais 
d' Accrtditation 
CSF : CytomCtrie sur filtre 

D 
DD : Dtlai ou temps de dttection 
DEFT : Direct epif2uorescentfilter 
technic 
DLC : Date limite de consommation 
DMC : Direct micmscopic Count 
DO : absorbance 
DT : temps de rdduction dCcimale 

E 
EAF : EPEC adherence factor 
EAL : European accreditation 
Laboratories 
EGF : Epithelial growth factor 
EHEC : Escherichia coli 
entCrohtmorragique 
EIEC : Escherichia coli entCro-invasif 
EPEC : Escherichia coli 
entdropathogkne 
ETEC : Escherichia coli enb5mtoxique 

F 
FIL : FCdCration internationale 
de Laiterie 
FTZ : valeur stirilisatrice 

H 
HACCP : Hazard Analysis critical 
control points : analyse des risques 
pour la maitrise des points critiques 

I 
IFREMER : Institut fran~ais de re- 
cherche pour 1'Exploitation de la mer 

L 
LPS : Lipopolysaccharide 

N 
NE : Nombre estimC 
NF : Norme fran~aise 
NPP : Nombre le plus probable 
NQA : Niveau de qualitt acceptable 
NQL : Niveau de qualit6 limite 

P 
PCA : Plate count agar ou 
Amplification en chaine par polymtrase 
PCR : Polymerase chain reaction 
PE : Prtcision d'estimation 
PNC : Particules donnznt naissance 
2 des colonies 

R 
RLU : Unitts relatives de lumikre 
RNE : Rtseau national d'essais 

S 
SD : Seuil de dttection 
SDHA : Sous-direction de 1'Hygikne 
alimentaire 

TDT : Temps de destruction 
thermique 
TIA : Toxi-infection alimentaire 
TIAC : Toxi-infection alimentaire 
collective I 

u 
UFC : Unit6 formant colonie I 

UHT : Ultra haute tempkrature 

Z : Facteur d'inactivation thermique b 
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