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Introduction :

Les analyses bactériologiques de 1l'’eau ont
pour but de mettre en évidence la présence de bactéries
qui modifient 1l’aptitude d/’une eau a une utilisation
donnée. Ainsi 1la recherche de bactéries pathogénes, des
bactéries d’origine fécale, et 1l’étude de 1la protection
contre 1les bactéries exogénes par 1la variation de 1la
population bactérienne globale d’une eau sont 1les 3
grandes lignes des analyses bactériologiques des eaux. La
présence de bactériophages fécaux dans une eau egalement
considérée comme la preuve de sa contamination par des
bactéries fécales.

L’examen bactériologique ne peut étre
valablement interpreté que s’il est effectué sur un
échantillon correctement prelevé dans un récipient
stérilisé, selon un mode opératoire precis évitant toute
contamination accidentelle, correctement transporté au
laboratoire et analysé sans délai.

Un projet de recherche de techniques simples
d’évaluation de la qualité bactériologique des eaux a été
proposé par le Laboratoire Central de Contrdle de Qualité
des Eaux de 1/’0Office National de 1l’Eau Potable (O.N.E.P)
au Centre Canadien de Recherche pour 1le Developpement
International (C.R.D.I). Ce théme concerne, l’évaluation,
et la determination des coliphages et du test
presence-absence (P/A) en tant que tests rapides et
économiques pour 1le contrdéle de 1la dqualité des eaux
d’alimentation humaine et  pour la classification
sanitaires des ressources en eaux destinées a la
production d’eau potable.

Pour la réalisation de ce travail nous avons
effectué des series de prélévements des eaux différentes
(eaux brutes et traitées) dans différents points du Maroc
dont l1l’analyse bactériologique a été réalisée au niveau
des laboratoires de 1’/ONEP.

Pour ce fait un manuel pratique de laboratoire
a été établi afin que toutes les méthodes d’analyses
soient pratiquées de la méme maniére, avec utilisation des
mémes milieux de culture et les mémes réactifs.
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MATERIELS ET METHODES

1 - Equipement de laboratoire de bactériologie

Les analyses Dbactériologiques sont effectuées
dans le laboratoire central disposant de 1’équipement
suivant :

- Materiel de stérilisation Autoclave et Four
a air chaud. (Etuve poupinel).

- Incubateur a 22°C, 37°C, et 44°C
- Baln marie.

- PH métre.

- Balance.

- Refrigerateur, avec température comprise
entre 0°C et 4°C

- Microscope binoculaire avec ses accessolres.

- Entonnoir de filtration en polycarbonate, en
cuivre en acier inoxydable ou similaires.

- Pompe a vide.

- Bruleur a gaz.

- Anse d’ensemencement et support.

- Membrane filtrante en acetate de cellulose.
ou similaire de diametre 47 mm et de Prosite

0,45 um.

- Spectrophotométre a gamme spectrale
contenant la longueur d‘’onde 520 nm

- Papier filtre whatman N° 1 ou équivalent

- Bolites de petris stériles de diamétre
55 - 60 mm et 90 - 100 mm.

- tube a essai a visse.

- flacons stériles pour échantillonnage d’eau
- Membrane zeta 60S.

- Portes tubes a essais

- Erlenmeyer

- Pipéttes graduées stériles

- tubes & essai steriles 220 x 22 mm et
160 ¥ 16 mm (ou 180 x 18 mm)

- tubes a culture contenant des cloches & gaz
(6 ¥ 50 mm) .
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2 - Recherche des coliformnes totaux et des coliformes
fecaux. ( cf fig A et B)

Les coliformes totaux sont des organismes en
forme de bétonnets, non sporogénes, Gram-négatif, oxydase
négative, capables de croitre en aérobiose & 37°C sur un
milieu lactosé.

Les coliformes fecaux présentent les mémes
proprietées que les précedents & 44 °C.

2 - 1 Milieux de culture et reactifs (cf
Annexe N° 1)

Les milieux dishydratés gqu’on trouve dans le
commerce simplifient 1la préparation des  bouillons de
culture et sont donc recommandés pour les travaux de
laboratoire. Divers fabricants préparent ces milieux sous
formes de poudre qu’il est facile de peser, de dissoudre
dans de 1l’eau distillée et de repartir dans les tubes de

culture avant la stérilisation. Pour 1’épreuve de
présomption, on dispose de milieux de culture comme, le
laurylSulfate de Sodium, le mnmilieu, both, la gelose

lactosée au T.T.C, le milieu ENDO et mFc, le MTSA et P/A
Broth. Pour 1l’épreuve de confirmation, on dispose du
bouillon biliaire lactosé au vert brillant (BGB) pour les
coliformes totaux, et EC medium pour les coliformes fecaux
avec Mac Conkey agar N°1l pour l/isolement.

2 - 2 Méthodologie :

2 - 2.1 Méthode par membrane filtrante
(cf shéma 1 (1 Bis) )

Cette méthode consiste a filtrer un volume
connu d‘eau a travers une membrane constituée d/un dérivé
cellulosique ayant des pores uniformes de 0,45 u de
diametre. ILes bacteries sont arrétées & la surface de la
membrane.

Etant donné que la zone filtrante est
relativement peu etendue, elle ne peut entretenir 1la
croissance que d’un nombre limité de colonies. Le nombre
optimal est situé entre 20 et 80, le maximum peu atteindre
200. Le choix du volume d’echantillon a filtrer depend de
la nature de l’eau. (Voir TabLeau 1)

2 -2 - 1.1 Test présomptif (cf fig 1)

Dans cette technique nous avons utilisé d’une
part le gélose lactosée au TTC & 37°C et le milieu type
Endo & 37°C pour la numération des coliformes totaux, et
d’autre part, la gélose lactosée au TIC a 44°C et 1le
milieu mFc & 44°C pour la numération des coliformes
fécaux. Tous ces milieux ont pour principe la fermentation
du lactose dqui permet de déceler les coliformes presunmes,
mais la reaction caracteristique varie selon le milieu. Le
reflet métallique caracteristique des colonies qui
poussent sur milieux de type Endo s’explique par la
formation d’aldehyde.
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Schéma 1
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@Brancher I'erlenmeyer (2 tu-
bulure latérale) sur le vide (4 I'ar-
ré1) et mettre en place le support
poreux. -

'f\

\zj Monter I'appared] de filtra-
tion en placan1 une membrane
filirante siérile sur le support po-
reux. a I'aide d'unc pince stérili-
sée & la flamme. ’

@Mcnrc en place le récipient
supérieur et le fixer au moyen du
dispositif de verrouillage. (La na-
wre de ce dispositif dépend du
matériel employé).

Schema 1 Bis

WHO 85308

WHQ 85311

WHO 85312

@ Verser dans le récipient supé-

meur le volume d'échantillon
choisi comme optimal compie
tenu de la nature de I'eau. Si la
prise d'essai est inféreure 2
10 ml. ajouter dans le récipient
supéricur au moins 20 mi d’cau
stérile comme diluant. avant fil-
tration

@D{:branchcr I'entonnoir et
placer le filtre. en utilisant les
pinces stériles. sur

iz plaque de gelose

@Incubcr a 35 ou 37°C pen-
dant 18-24 heures en atmosphére
saturée d’humidité (pour cela.
mettre dans I'incubateur un mor-
ceau d'ouate imbibé d'eaul

WHO 83313
| g —
HHO 83298
35°C ou 37°C
18-24h
” — ll
¥ HO 4337

-

- 5.



Presomptive tLest

Confirmative test

fig 1

RECAPITULATORY DIAGRAM

TOTAL COLIFORMS

Membrane filter Method (ISO - GRID)

Sample

Y
M.T. S. A.
37°C + 1°C/4h

Transfert the membrane to Endo - agar
37°C + 1°C / 24 h

\\\\\\\\*

Roses colonies with
metallic reflet

Isolation J% mac Conkey - agar
37°C / 24 h

Qthers (saprohytes)

Gram colouring + oxydase.

Api 20 E et 10 E

Identification or
™~ Test I.M.V.I.C

FEACAL COLIFORMS

Membrane filter method (IS0 - GRID)

Prespmptive test

test

Confirmative

Sample

M.T.S.A.
37°C + 1°C / 4h.
R
v
Transfert the membrane to MFC agar

r//// NN\\\§\\\*

Blue colonies Others (saprophytes 4

Isolation on mac Coukey - agar

37°C / 24 h
Gram colonring + oxydase
(5 colonies )

Identification

__wAPL 20 E et 10 E

ar

Test I.M.V.I.C.
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Une premiére lecture des boites de petri
contenant les milieux correspondant au test presomptif est
effectuée aprés 24 heures d’incubation. la fermentation du
lactose provoque 1la formation d’un halo-jaune dans la
couche de gélose sous-jacente a la membrane. De maniére
générale les colonies jaunes ou Jjaunes orangés avec
holo-jaune sont présumées "Coliforme". Sur le milieu Endo,
Les colonies de coliformes totaux sont de couleur rose a
rouge et présentent un reflet jaune verdatre ou
metallique, 1l ne faut pas compter 1les autres types de
colonies. Sur le milieu mfc les colonies de coliformes
fecaux sont de couleur bleues, contrairement aux colonies
de coliformes non fecaux qui sont gris ou créme.

Cette étape de présomption est poursuivie par
un essal confirmatif pour verifier 1’appartenance au
groupe coliforme (cf Tableau 1) et par une identification
d’un coliforme (cf Tableau 2).

2-2 - 1.2 Test confirmatif ( cf fig 1)

Les colonies coliformes présumées sur le
milieu au tergitol 7 sont confirmées par 1’absence
d’oxydase et eventuellement par la fermentation du lactose
dans les milieu kligler a 37°C et par la coloration de
gram (-)

L’étude des caracteres morphologiques et
biochimiques des colonies isolées he peut étre
significative dque si 1l’on réalise les tests sur des
cultures pures obtenues aprés isolement, si necessaire sur
gelose nutritive.

a) Test de l’oxydase

Repiquer une ou plusieurs colonies
caractéristiques 1isolées soit directement sur tergitol 7,
soit sur gélose EMB ou sur gélose nutritive et incuber a
37°C pendant 24 H. Emulsionner les colonies developpées
dans un peu de diluant stérile et deposer & 1l’aide, d’un
ensemenseur l’emulsion sur un papier filtre imprégne de 2
a 3 gouttes d’une solution agqueuse a 1 % de chlorydrate de
tetramethylpara-phenylenediamine préparé extemparanement.
En présence d’une oxydase, une coloration violet brun
survenant immediatement, dans le cas contraire la
coloration reste inchangée.

b) Coloration de Gram (cf ANNEXE 4)
c) Recherce de la Catalase

- eau oxygenée a 30 volumes
- solution acqueuse de tween 80 a 10 %

Les deux reactifs sont mélangés a parties
égales au moment de l’emploi. 1 ml du mélange est versé a
la surface de la culture. dans le tube maintenu en
position 1inclinée de fagon a recouvrir toutes les
colonies. Aprés 5 min de contact le dégagement d’oxygéne
se traduit par l’apparition d’une mousse + abandante.
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TABLEAU 1
[ S P S e e ot 0 S i £ - 0 i S 5 s 0w i 2 o 2 oy e i 0 e o B e s D 0l B e M S e 0 = B £ o S o e =y -1
CHARACTERS Of THL COLIFORM BACTERIA
Enlerobacler
Esche-  CHro- Khed-
Test rkhis  bacler  slells  ch-  awo-  hafnks  Ique-
e genes faclene
Mannitol A A A A A A A
Adonltot o o A A A A A
Dulcitot d d d o (o] (o] (o]
inosltol (gas) o o 0 o + 0 +
Sucrose d d A A A A . A
indole + (o) (o) (o) o o [+]
Gelalin o o (o] (+) X (o] X
HsS o + o o) o [+] [+)
NH-citrate (o) + + + + + +
Yogss-Proskauer (o) o + + + + d
Methyl red + + 0 o o (I d
Urease o OorX + o o v} ]
Malonats o 0 + + + + [}
KCN o + + + + + +
Phenylalanine o (o] o o o (o] (o]
Motllity + + 0 + + + +
Lysine decarboxylase + (o) + . [+] + + (+)
Arginine dihydrolase d + (o] + (o] 0 (o]
Ornithine decarboxylase d + (o] + + + +
A = acld, gas may or may not be produced,
d = difiering siralns, some with posliive and some with negalive reaction,
+ = positive within 2 days. (+) = delayed posilive,
X = Iafe liregular positive,
O = nagalive reaction of test,
(Extrait du document F 4232/3)
TABLEAU 2
INTCRPRETATION OF IMViC REACTIONS
Methyl Voges
Organism Indole Red Proskauer Citrate
Escherichia coli + + - -
Shigellu sp + or - + - -
Citrabucter freundii - + - +
Citrobacter diversus + + - .+
Kiebsiellu-Enterobacier
group® + or - - + . +
* See HOMoC series tSeclion 9t IC) for further separation of this group.

{Extrait du document F 534/5)
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l’absence des bulles est caractéristique des souches a
catalase négative

On peut procéder aussi par etalement sur une
lame porte objet d’une suspension bactérienne prelevée
d’un milieu solide, gélose nutritive a lagquelle on ajoute
de 1l’eau oxygenée, la reéaction positive se traduit par
l’apparition d’une mousse d’ou dégagement d’oxygene.

d) Fermentation du lactose (Milieu kligler)

On ensemence le culot par piqire et 1la surface
inclinée par stries serées et paralélles pour avoir une
culture en nappe, l’incubation est faite & 37°C.

Ce milieu donne 3 réponses en 24 heures
maximum.

1 - Le culot inchangé, le glucose n’est pas
fermenté, s’il y a produit de gaz, on peut
avoir soit seulement quelque bulles, soit
une poche gazeuse qui décolle completement
le milieu du fond du tube..

2 - S8i la surface inclinée reste inchangée, le
lactose n’est pas fermenté, la couleur
vire au jaune dans le cas contraire.

3 - La production de H2S se traduit par un

noircissement du milieu dans la zone
joignant le culot a la pente.

2 - 2 -1.3 Identifjcation (cf annexe 5)

L/’identification des germes coliformes est
réalisée soit & l1’aide de galerie API (API 10E, API 20E),
soit par le test I.M.V.I.C.

I : prodution d’indole (dans le tube d’eau

peptonée) .
M : réaction de rouge de methyle.
V : réaction de Voges Proskauer (recherche de

l’acetoine) produit de metabolisme
bacterien).

C : citrate de sodium ou citrate de simmons.
1’/interpretation de ce test IMVIC est donnée dans le
tableau 2.

2 - 2 - 1.4 Expression des résultats

Les résultats sont exprimés par la formule
suivante :



L%

- A3-his

coliforme totaux
ou

coliformes fecaux./ 100 ml = A/B x 100/F.
Nombre total de colonies coliformes caractéristiques
(confirmées et identiques) comptées sur toutes les
membranes.
La somme des quantité filtré exprimée en (ml).

Facteur de dilution.
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2 —- 2.2 Méthodes par fermentation en tubes
multiples (Méthodes MPN.)

Le principe de 1la méthodes MPN consiste a
incuber un certain nombre de tubes contenant, comme milieu
de culture un bouillon approprié a concentration normale
et a double concentration. Au bout d’une durée
d’incubation précise a une temperature donnée on considére
comme tube positif chagque tube ol il y a un developpement
bacterien (trouble) et un dégagement de gaz, Ce phénoméne
peut traduire la présence de coliforme. (Cf fig 2).

2 = 2 = 2.1 Test présomptif

Au moyen d’une pipette stérile de 10 ml, on
inocule 10 ml d’échantillon dans chacun des 5 tubes
contenant (10 ml) de bouillon au lauryl sulfate de sodium
a double concentration, ensuite on répartit 1 ml
d’échantillon dans 5 tubes de milieu simple et 1 ml de 1la
dilution d’échantillon au 1/10 dans les 5 autres tubes de
milieu simple. L’ensemble est incubé & 37°C pendant 48
heures parallelement &a cette série dans 5 tubes, une série
de 3 tubes est inoculée de la méme maniére que précedement
(cf schéma 2)

2 -2 - 2.2 Test confirmatif (cf fig3)

L’épreuve de confirmation consiste a repiquer
les tubes positifs dans un milieu de culture plus sélectif
milieu 1lactosé bilié au vert brillant (BGB) a 37°C/ 48
heures pour les coliformes totaux et milieu EC médium a
44°C pendant 24 heures pour les coliformes fecaux. Les
tubes positifs sont caractérisés par la production de gaz.

2 - 2 - 2.3 Expréssion des résultats :

La concentration des bactéries dans
1l’échantillon peut alors étre éstimée d’aprés le nombre de
tubes inoculés et le nombre de tubes positifs obtenus a
l’aide de 1l’épreuve de confirmation. Le nombre le plus
probable (MPN) de bacteries présentes peut étre estimé en
utilisant des tableaux statistiques spéciales. Cette
technique est identifiée sous le nom de méthode MPN (Cf
Tableau 3).

2 - 2 - 2.4 Identification :

Les tubes positifs des deux dilutions les plus
grandes (5,5,5,4). du test confirmatif sont isolés sur Mac
Coukey Agar n° 1 et sur chaque isolement au moins cing
colonies différentes férmentant le lactose sont a
identifier soit par le test IMVIC soit par la galerie API
( Voir ci-dessus).



Fig.2 Schéma indiquant la marche & suivre dans les épreuves de présornption ou de
confirmation selon la méthode des tubes multiples
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A. Disposer trois rangées de
cinq tubes chacune dans un porte-
iubes & essais. Les tubes de la
premiére rangée (F1) contiennent
10 mi de milieu pour épreuve de
présomption & concentration
double 1andis que les tubes de la
deuxieme et de la troisiéme ran-
gée (F2. F3) contiennent 10 mi
de milieu pour épreuve de pré-
somption d concentration nor-
male. ’

B. Avec une pipette siérile.
ajouter 10 ml d'échantillon dans
chacun des cing tubes dc la ran-
gée F1.

WHO 85333

Milieus présompitif,
concenuation double, 10ml

Milres présomptif,
concenration normale, 10mi

Milsu présomptif,
concentration normale, 10mi

Fl -
WHO 85334

Schéma 2

B Au moyen dune autre pipel-
1e stérile. verser 1 mi de Ia dilu-
tion au 1710 dans chacun des
cing tubes de 1z rangéc F3.

C. Avec une pipette stérile,
ajouter 1 ml d'échantilion dans
chacun des cing tubes de la ran-
gée F2.

w

WHO 85335

()
Gl
=
=
=

F3
18 HO RV

18-24 h

WHO 5295
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2 - 2 - 3 Test Présence Absence P/A
(Cf fig 4)

Le test P/A relatif au groupe de coliformes
simple modification de la méthode MPN. Cette

modification consiste & ensemencer dans un seul flacon
contenant le milieu (Cf ANNEXE 1), un volume de 100 nl de
l’échantillon a analyser. Ce test est justifié par le fait

gu’aucun

gérme coliforme n’est toléré dans un volume de

100 ml d’eau de boisson.

Dans le test présomptif un flacon contenant le

milieu P/A est inoculé par 100 ml d’échantillon,

l’ensemble est incubé &a 37°C pendant 24 & 48 heures ;

apreés ce
indique

lactose.
dans la
positifs
brillant
dans Ec

présence
présence

14

temps d’incubation, la coloration jaune du milieu
la présence d’acide di &a la férmentation du
La lécture et complétée par la présence 'de gaz
cloche. Pour l’épreuve de confirmation les flacons
sont d’abord repiqués dans le bouillon vert
a4 37°C pour les coliformes totaux, et ensuite
medium a 44°C pour les coliformes fécaux. La
de gaz dans les tubes positifs confirme la
de germes coliformes.



Presomptive test

Confirmative test

Presence - Asbence Test
Sémple
P/A

37°C + 1°C / 24 h 3 48

/\

Yellow colour

Gaz + Gaz -

EC Medium

44°C + 1°C / 24 h

N\

gaz + gaz -

Positive test negative test

fig -4~

(P/A). Test

Sample

37°C + 1°C / 24 h & 48h

Yellow cclour

gaz + gaz -

Green brillant
37°C + 1°C / 48 h

SN

gaz + gaz -

pecsitive test negative test
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3 RECHERCHE DES STREPTOCOQUES FECAUX

Ce sont des bacteries coccli gram positif en
chalnettes, catalase négative, ' regroupées sous le terme de
"streptocoque fecaux", 11 faut entendre l’ensemble des
streptocoques possedant la structure ' antigenidque
caracteristique du groupe D de lancefield (Cf fig 5). Un
des caractéres communs & toutes les especes de ce groupe
est une trés forte resistance notamment vis a vis des
inhibiteurs bacteriens. Parmis ceux ci l’azide de sodium,
relativement toleré par les streptocoques fecaux, et
fortement inhibiteur de croissance pour les
enterobacteries.

3 - 1 Milieux de culture et réactifs

Les milieux déshydratés et réactifs utilisés
sont décrits dans 1l’annexe 2. Parmi ces mnilieux ; 1le
milieu de Roth normal et & double concentration, le milieu
de Litsky, et le milieu de stanetz et Barteley.

3 - 2 Méthodologie (CF fig B)

Les deux méthodes d’analyses, filtration sur
membrane (MF) ou ensemencement en milieu liguide (MPN)
peuvent étre pratigquées. Ainsi dans la méthode MPM, les
tubes de milieu de Roth sont ensemencés par un volume
d’échantillon et incubés a 37°C pendant 24 & 48 heures.
Les tubes présentant un trouble microbien pendant cette
période sont présumés contenir un stréptocoque fecal et
sont soumis au test confirmatif gqul consiste a repiquer
les tubes positifs dans un milieu de litsky a
l’éthyl~violet et azide de sodium.

Aprés un temps d’incubation de 24 a 48 heures
a 37°C 1l’apparition d’un trouble microbien confirme la
présence d’un streptocoque fécal. Parfois 1la culture
s’agglomére au fond du tube en fixant le colorant et en-
formant une pastille violette de signification identique a
celle du trouble. Les résultats de dénombrement des
streptocoques fecaux sont exprimés en nombre de germe par
100 ml.

Dans la méthode de dénombrement par membrane
filtrante aprés filtration, la membrane est appligquée sur
le milieu de slanetz. Aprés incubation pendant 48 heures a
37°C, on compte toutes les colonies rouges, violettes, ou
roses visibles sur la boite, les colonies de stréptocoques
fecaux présumées sont confirmées dans le milieu de litsky.
Une coloration de Gram avec recherche de catalase sont
effectuées pour confirmer leur présence.

Les résultats sont exprimées en utilisant la
formule suivante :

streptocoques fecaux/ 100 ml = A/B x 100/F.
A = Nombre total de colonies streptocoques
caracteristiques (confirmés et identiques)

comptées sur toute les membranes.

B = la sommes des quantités d’eau filtrée
en ml.

F = facteur de dilution.
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4 Methode d’analyse des coliphages

Les coliphages sont ‘des bactériophages qui
infectent 1les coliformes et se trouvent 1la ou il y a
presence de ces germes.

Une correlation entre 1les coliphages et les
coliformes montre que les coliphages pourraient étre
utilisés comme indicateur de 1la présence de coliformes.
Par 1le fait que 1les coliphages sont plus résistants au
chlore que les germes coliformes, 1ils peuvent également
étre utilisés comme indicateur de 1’éfficacité de 1la
désinfection.

4 - 1 Méthode classique )

4 - 1.1 Souches standards et milieu de
cultures (Cf ANNEX 3)

Une souche de collection d’E.coli ATCC
n°13706, des milieux de culture comme, trypticase soy agar
(TSA), trypticase soy broth (TSB) et trypticase soy agar
modifie (MTSA) additionnée de TTC sont utilisés dans cette
étude.

4 - 1.2 Mode opératoire : (cf fig 5)

a) préparation de 1’hdte

- transférer une culture E.coli de TSA
dans un tube contenant 10 ml de TSB (et 10
N/N de glycerine).

o

- incubaer a 37°C pendant une nuit.

- transférer de nouveau la culture E.coli
dans un flacon contenant 25 ml de TSB plus
10 % V/V de glycérine et incuber a 37°C
jusqu’a ce que la densité optique soit de
0,5 a 520 nm (concentration bactérienne
voisine de 1 x 10 E.Coli cellules/ml). Le
Zéro optique étant le TSB plus glycérine a
10 % stérile.
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- Distribuer asceptiquement par portion de
4,5 ml la suspension bactérienne
et congeler a = 20°C. La durée de stoc-
kage ne doit pas dépasser 6 semaines.

b) Détermination des coliphages

- Pour les échantillons contenant plus de 5
coliphages/ 100 ml, la méthode est directe-
ment applicable.

- Si l’échantillon contien plus de 1000
coliphages/100 ml, procéder a des dilutions
au 1/5 ou 1/10 avec de l’eau distillée sté-
rile.

~ Faire fondre des tubes de gélose de MTSA
dans un bain marie a 44,4°C

~ Ajouter 1,0 ml de la culture héte a 5 ml de
l’échantillon (ou de sa dilution) et 0,08 ml
de TPTZ dans chacun des 4 tubes de MTSA.

- Mélanger et verser asceptiquement 'chaque
tube dans une boite de pétri de 100 x 15 mm.

~ Laisser la gélose se solidifier.

Incubation

- incuber a 37°C pendant 4 & 6 heures.
Lecture

- compter les plaques apparues sur les 4
boites de Pétri et multiplier le résultat
par 5.

-~ Donner le résultat en nombre de coliphages
/ 100 ml (en tenant compte du facteur de
dilution)

Les bactériophages infectent et se développent
au dépend des bactéries. Les plaques apparues sur la
gélose sont diles a 1la lyse des cellules par les
bactériophages. Le nombre des plagques correspond a celui
des coliphages. En se basant sur le nombre de coliphages,
déterminer 1le nombre de coliformes totaux et fécaux selon
les formules suivantes

Coliformes totaux :

Log vy = 0,627 log x + 1,864
oua y = coliformes totaux/100 ml
X = coliphages /100 ml

Coliformes fécaux :

log y = 0,805 log x + 0,895
ou y = coliformes fécaux/100 ml
X = coliphages/100 ml
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METHOD FOR DETECTING COLIPHAGES
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T. + membrane (zeta plus 605)
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.

Plaques @& plague &

Positive test negative test

Enumeration.
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4 - 2 Méthode de coliphages par filtration sur membrane
zeta plus 60 S

Enfin de projet, parallélement & 1la méthode
classique une autre méthode de détection et denombrement
de coliphages par utilisaton d’une membrane filtrante zeta
60 S a été réalisée.

4 ~ 2.1 Milieux de culture est souches de
colléction

On utilise ~ Les mémes milieux et réactifs que la méthode
classique, a part le MTSA qui est remplacé
par le MNA

- La méme souche de colléction d’E.coli
A TTCC 13706. '

4 - 2.2 Préparation de la culture Hbdte

l.a -~ Inoculer un tube contenant 5 ml du milieu T.S.B avec
E. coli 13706. incuber a 37°C pendant une nuit.

1.b -~ Transferer asceptiquement 5 ml de T.S.B de (1 a)
dans un erlenmeyer de 125 ml contenant 50 ml de
T.S.B sterile (contenant 10 % de glycerine)
incuber a 35°C pour que la densité optique soit
de 0,5 a 520 nm le zéro optique étant le T.S.B +
10 % de glycerine sterile.

1.C - Placer l’erlenmeyer de (1l.b) dans un bain de glace
pendant 15 mn

1.d - Pipeter 5 ml de la culture d’E.coli de (l.c) et
mettre dans des fioles steriles.

1 ¢ - Fermer les fioles et conserer a ~-20°C. La durée
de consérvation ne doit pas dépasser 9 semaines au
freezer ol 14 Jjours au refrigerateur ordinnaire.

4 ~ 2.3 Mode operatoire

2.1 - Dégeler la fiole contenant la culture héte au bain
marie & 44,5°C pendant 15 mm (une fiole par
échantillon)

2.2 - Ajuster le PH de 1l’échantillon a 6,0 avec Hcl (0,1N
ou 1N) (une fiole par échantillon) ou NaOH (0,1 N ou
1N)

2.3 - Faire fondre 4 tubes de M.N.A & 100°C, transferer
les tubes a 44,5°C pendant 10 mn pour stabiliser
la température.

2.4 -~ Filtrer 1’échantillon (PH 6,0) a travers la membrane
Zeta plus 60 s chargée positivement.

2.5 ~ Replacer le stérifil avec la membrane sur un autre
erlenmeyer sous vide sterile pour collecter 1l’eluat.
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Ajouter 10 ml du milieu T.S.B & pH 8,5 et laisser en
contact avec la membrane pendant 10 mn avant,
d’appliquer le vide ajouter une 2eme fois 10 ml de
T.S.B. a la membrane et appliquer le vide puis
laisser la membrane avec 1 & 3 ml d’eau distillée
sterile et filtrer.

Le volume total de 1l’eluat (2-6) sera de (20 a 23 ml)
mélanger 5 ml de chaques aliquote d’eluat avec 5,5
ml du milieu M.N.A du (2-3) (4 tubes par échantillon)

Ajouter 1,0 ml de la culture héte dégelée a chaque
tube contenant M.N.A et 1l’eluat d’échantillon.

Agiter doucement les tubes et verser dans les boites
de petri 100 mm (4 boites par échantillon)

2.10 - Couvrer les boites et laisser solidifier puis

incuber a 35°C pendant 6 heures.



-28 "

CONCLUSION

Les " analyses bactériologiques avec
essentiellement les dénombrements d’agents temoins de
contamination fecales et d’agents pathogénes constituent
le premier plan dans la surveillance microbiologiques des
eaux.

Elles sont nécessaires a tous les niveaux
d’utilisation de l’eau par l’homnme.

- eau de boisson (eaux naturelles traitées ou
non, eaux embouteillées)

- eau de loisirs (baignads en eau vive et
piscines)

- eau de fabrication (surtout au niveau des
aliments)

-—eau a usage particulier (eaux des hépitaux)
etc...

Les méthodes d’analyses existants actuellement
ne sont pas utilisables dans tous les laboratoires,
cependant les méthodes, 1les plus classiques utilisent, un
matériel relativement simple et peu onéreux.

des récipients courants de laboratoires
(béchers tubes, flocons etc...)

- un matériel ordinaires comme boites de patris
membrane filtrantes

- un microscope classique

Par contre les produits utilisés sont tres
divers et souvent onereux. Les milieux de cultures
demandent des préparations trés minitieuses

On outre, le personnel doit étre compétent non
sulement pour les manipulations mais aussi et surtout pour
1l’intrepretation des résultats d’analyses

Ces analyses doivent étre effectuées en tenant
compte evidement de l’interet qu’elles offrent et aussi du
céut d’operation

Ces obligations et 1le pluralisme des missions
imposées aux laboratoires ont servi de guide dans le choix
de techniques decrites dans cette étude.
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ANNEXE I
1

- Milieu d'Endo

m-Endo Medium®

Ingredients Quantity

Trxyptone or pdlypeptone 10 g
Thiopeptone or thiotone 59
Casitone or trypticase 549
Yeast extract 1.5¢9
Lactose 12.5 g
Sodium chloride 59
Dipotassium hydrogen phosphate (XKzHPOy) 4.375 g
Potassium dlhﬁdroqen phosphate (KH2PO,) 1.375 g
Sodium lauryl sulfate 0.05 g
Sodium deoxycholate 0.19g
Sodium sulfite 2.19
Basic fuchsin 1.05 g
Distilled water containing 20 ml of ethanol 1.0 liter

Final pH 7.2 $0.1 (no autoclaving)
Single-gtrength dehydrated medium, 48g/liter

aCcmmezcial dehydrated medium is available from several media
manufacturers. m-Endo agar may be prepared by adding 1.5V agar to

the broth formulation.

{Extrait du document F 4344)

mFC Agar®

———
Ingredient Quantity
Tryptose or biosate 10.09
Proteose peptone No. 3 or polypeptone 5.0 9
Yeast extract . 3.09
Sodium chloride 5.049
Lactose 12.5 9
Pile salts No. 3 or bile salts mixture 1.5 ¢9
Aniline blue 0.19
Agar 15.0 g
Distilled water containing 10 ml of 1% rosolic

aclid sale reagent 1.0 liter

Final pH 7.4 30.1 {no autoclaving)
Single-strength dehydrated medium, 37 g/liter

4Commercial dehydrated medium is available from several madia
manufacturers.

{Extrait du document F 4344)




~30=~
ANNEXE I

2

Miliev loctosé bilié au vert bril-
lont

Composition

Peptone ...vvevvieereennennne 10,0 ¢
Lactose ..ovvivivennrnonrrons 10,0 ¢
Bile de hoeuf deshydratée ..: 20,0 ¢
Vert brillont ......cv000ee. 0,0133 g
Eau distillée (iovvevnvennne 1000 ml

Préparotion

- Peset la quantité du milieuv deshydraté
indiquée par le fabricont ouv les quan-
tités des différents ingrédients compo-

‘sant le miliev.

~ Chauffer doucement jusqu'd la dissolu-~
tion corpldte du milfev,

~ Répartir par portion de 10 ml environ
dans des tubes de 160 x 14 mm (ou
180 x 18 mm) avec cloches & gaz,

~ Stériliser pendant 20 min & l'outoclave
& 120°C. .
Le pH du miliev doit &tre de 7,2 + 0,2,

A|9roth

Composition

Lactose tviviiviennnnrernonennns 5,0 q
Trybptone .. iviieterennsnonnnne 20,0 g
Chlorure de sodium ......c00ven 5,0 a
Salfedum .. iuvrrrnnrannnnnanas 0,5g¢
Polyethyldne qlycol p. iso-

octyl phenyl ether ........... 1,0 ml
Eau distillée ovovvevevrnnroe, 1060 ml

Eigyaration

~ Chauffer jusqu' & la dissolution des in-
grédient ajouter 1 ml du polyethyléne
alycol p-isooctyl phenyl ether et ajuster
lo pH & 6,9 + 0,1,

=~ Distribuer dans des tuhes (140 x 14
ou 180 x 18) avec cloches & gaz.

-~ Stériliser & l'outoclave & 121°C pen-
dant 10 min.

- Stoeckera la chambre froide ( & 1'abri
de la lumidre) pour une période ne
dépassant pos 7 jours,

Pour les prises d'échantillon de 10
ml, préparer le milieu & double. con~
centration,

Gélose lactosée de Mac Conkey

Comvosition

Peptone +..cecivsarrerssenanee 10 ¢
Loctose .iiierecrennseanssans 10 a
Sels biliaires .eiievvescsssns lag
Chlorure de sodium .....co000 ° 5a
Rouge neutre e eireebeeaabees 0,00 g
GElOSE +.vvienssoanvasnosonoses 15 a
FQU +oveennnecennsvesnensssse 1000 ml
Cristal violet ....e.oevveen. 0,001g
7.1

+) s I T R LR R R

.Miltev E.C. {ou milieyv de Hojna et Perry)

Composition
'i’i'yptose veoesees s b bibest i oo 20,09
Loctose ..civitisivatietnanotsae 570 [}

Sels-bill&lrés-\n;.;nasl.-nz... '],5'§
l'onohydrogéno~phosphote de so~

dium . . 4,0 g

Dlhydronéﬂo phosphote dé sodium 1,5 g

Chlorure de sodium 504¢g

Eau distilléa eess 10600 ml
Préporation,

- Peser la quontlté du miliev déshydrcte

1nd1qu6e par le Fohricont ou les qucn-

t118s dus différents inorédients compo-
sants'le mllieo

- Di= soudra dans i eoh & 1'¢bullition

- StCrlllse;hnanonf 20 min & 1'oytoclave
§ 120°C.

~ Répartir par portion de 10 ml en
tubes de 160 x 16 mm (ou 180 x 18 mm)

avec cloches & qoz.

Le pH du milieu doit &tre de 4,9 +
Q,2.



-34-"
ANNEXE I

3

Milieu au Tergibod 4 7

Comgosition

Peptone de viande ...iceeveness...5,0 9
Extroit de levure ....vi00vessaee 3,00
Lactose .veiereerersrronncerseee 10,09
Heptadecyl 'sulfate de sodium.... 0,1 g

Blev de Bromothymol ........... - 0,025¢
Agar = AQAr (..t ienererenienne 12,0 ¢
1000 ml

Eau distillée ..vivvreccncereans

Préparation

Peser la quantité dv miliev deshydraté
indiquéepar le fabricant ou les quontités
des différents i{ngrédlents composaont le
millev, '

Dissoudre dons l'eau & l'ébullition,
Distribuer le milieu homonéneisé dans les
ballons de 250 ml & fond nlat,

Stérill;er pendant 20 min & 1l'autoclave
& l20°cC,

Ajouter, soit le volume d'une solution
de chlorure de 2, 3, 5 ~ triphényl ~
tétrazolium (TTC) Lindiqué par le fabri-
cant, soit 5 ml d'une solution & 0,05
stériliss por filtration pour 1000 ml du
milieuv indiqué ci-dessus,

Bien homogéneiser et distribuet dans

des holtes de Péiri astériles de 55 -

40 mm de diamdtre & raison d'ou molns
5 ml de milieuv par boite,

Le pH du milleu doit 8tre de 7,2 +
0,2.

.P/A broth ( Presence/ absance broth)

Composition
- Lactose broth (deshydratég) ..12,0 ¢

Lovryl tryptose broth....... 17,5 ¢

{deshydroté)

fromocrfsol pusple ........ 0,0085q
Eau distillée ..oicvieannnse 1000 rl

Diluont peptont salé compost da :

Teyptone .. eiieierinrnnrnn 1,0 g
Chlorure de sodium .,....... 1,0 g
Eou distillée ,.....0vvuvu.. 1000 ml

Le diluant répart! en tubes stériles de

220 x 22 mm 3 raoison de 9 ml por tuhe ast stérilisé 2
1'avtoclave durent 20 min & 120 °c.

Milieu au lauryl sulfate de sodium

Composition

Tryptose i...vveeerernsacsenss 20,00
“onohydrogéno-phosphate de

potassium , anhydre .......... 2,75g
Dihydroaéno-phosphate et potas-

‘$lum anhydre .... 00000000 2,75a
Chlorure de sodium ....covv0e 5,09
Lactose ....ivevncocennanasss 3,009
Lauryl sulfate de sodium ... 0,1q¢
Fav distillée ....vivvvvvesee 1000 ml

Préparction

- Peser, selon les “indications du Fa~

bricant du milieu deshydraté, lae quan-
t1té nécessalre pour un volume donné
de miliev simple ov de miliev double
ou les quantitas des différents tnaré-
dients composant le milleu,

- Chauffer doucement jusqu'a la dissolu-

tion complate du miliey,

=~ Répartir par portions de 10 ml dans

des tubes de 140 x16 mr {ou 180 x 18
mm) pour le milieu simple et dans des
tubes de 220 x 22 mm pour le milieu
double, avec cloches & ¢oz,

~ Stériliser pendant 20 min & l'avtoc-
love & l120°C,

Le pH du milieu doit &tre de 4,8 +
0,2.



.Milieu de Rothe

Composition

Peptona ..esvieccsearsrannns 20,0 a
GlUCOSE .cvrrvsensacrssseanees 5,00
Chlorure de sodium .......... 5,09
‘onohydrogéno-phosphate de

potossium ..iieevenrseraanen 2,7 ¢

Dihydrogéno-phosphate de potas-
sium ..
Azide de sodium ....
Eau distillée .......

ebeseenenaerreneacenr 2,7 g
ch s eens 0,2 g

vee.ae1 000 ml

ﬁrépnrctlon

Peser, sclon les indicatlons du fa-
hbricant du milieu deshydroté, lo
auantité nécessalre pour un volume
donné de millev simple ou de miliev
double ou les quantités des diffé-
rents inqgrédients composant le mi~
lieu.

Chauffer doucement jusqu'd lo dis-
solution campléte du miliev.
Dissoudre dons 1l'eau par chauffage
doux . :

Répartir por portions de 10 ml dons
des tubes de 160 x 16 mm (ov 180 «x
18 mm) pour le milieu simple et dans
des tubes de 220 x 22 mm pour le
milieu double.

Stériliser pendont 20 min & 1'outoc-
lave & 120°C.

Le pH du miliev doit &tre de 7,0 +
o,2.

-3

Miliev de Litsky

Composition

Peptone

Glucose

Chlorure de sodium
Honohydrogéno phosphate de

potassium ...,

ANNE XE

2

Milieu de Slonetz et Bartley

Composition,

Peptone ... iviienecntnennosns 20,¢
Extrait de levure .......... 5,0
Glucose ... e et 2,0
'onohydrogéno phosphate de

potossium ... iiiiiiiiieans 4,0
Azide de sodium ...cveveesnne 0,4
AOE el it enersessnnrsnens 10,0
Eau distillée .....c.00.000. 1000

Préporation

-~ Peser la quantité du milicu déshy~
droté indiquée par le fabricant ou

ml

les quantités des différents ingré-

dients composont le milieu

~ Dissoudre

doux

dans l'ecu par chouffage

- Stériliser pendont 20 min & l'ouvtoc-

lave & 120°C

~ Refrolidir & 45 - 50°r

-~ Ajouter 10 ml d'une solution sté-
rile
tetrozolium (T.7.C) & %,
sée par filltration.

- Bilen homogénglser et distribuer
des battes de Pétri stériles de 55
60 mm de diamdtre & ralson d'ou
moins 5 ml de milieu poar boite.

Le pH du milieu doit &tre de 7,2 +
0,7.

Dihydrogéno phosphate de po-~

tassium ,,......
hzide de sodium ,....
Ethyl violet ..
Fou distillée ....

Préparction
= Peser la quantité du miliev deshydra-

veerees 20,0 g
ceeees 5,0 g
cenaa 5,0 ¢
2,7 g

cenn 2,7 g
P Q,5 ¢
...0,00083 ¢

.. 100C ml

de chlorure de 2-3-5 triphenyl
stérili-

dans

té indiquée por le fabricaont ou les
quantités des différents inarédients
comrosant le milieu,

~ Dissoudre dans l'eau par chauffa-

qae doux.,

- Réportif par portion de 10 ml envi-

ron dons les tubes de 160 x 14 mm
(ov 180 x 18 mm).

- Stériliser pendont 20 min, & 1'oué

toclove & 120°C,

Le pH du milieu doit &ire de
+ 0,2,

7,2
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Trypticase Soy. broth (TS B) Modified trypticase Soy acor

Composition (MTSA).
= Tryptore ...........0..0eu.. 17,0 ¢ Cémposition
- Soytone .......iiiiiiiiene.. 3,0¢g Aw ingrédients de TSB, ajouter :
- Dextrose ............000000. 2,5 ¢ - Sr (NOJ)Z P o I X I
~ Chlorure de sodtum ........., 5,0 g - NH, (NOB) A verenniee. 1,80 0q
" Ky HPO, i 2,5 a - Aqor ...... Cheerenienee ... 15 g
~ Eau distillée ............. 1 000 ml

Prévaration

~ Chouffer et agiter Jusqu'd la disso-~
lutivn complate. | : - Chauffer dauvcement jusqu'd lo disso-

' lotion compladte des ingrédients

~ Verifier le pH ( 11 doit &tre de 7,3)

- Distribuer daons des tubes & essal

= Alouter 10 % (W/V) de glycérine)
- Distribuer des quantités selon le

besoin
) 1 avec bouchon & vis

- Stériliser & l'avtoclave & 120°C pen- ~ Avtaclaver & 120°C pendant 15 min.

dant 15 min. ) 2,3, 5 - Triphenyl - Tetrozeliuvm chla~
Le pH doit &tre de 7,§ ride

(ajuster sl nécessatlre par NaQH ovu o

HC1 0,1 N). .

1 % (W/V) dans 1'éthanal, cjouter au
miliev MTSA & la température de 45 - 44°C, La solution
est préporée chaque semaline,

tgyﬁiicdsb'Soy. ogar (TS A) :

Compobitish

Tryptbhe vvvvvvvitonserenns.. 15,09
Soytonk Liiiceeecereciiroans 5,0g
Chlaruvke de sodium ,....000 5,00

AQOr t.iieivenvovaosnansoonse 15,00 Modified Nutrient Agar (MNA) - 5.5 mL per 16 x 125 mn tube, sterile,
Eou distillée ,........... 1000 ml formulated as follows:
Nucrient agar, dehydrated 23.0 g
Préparation Nupriegt Broth 8.0 ¢
. Sr(NOj) 2 0.23 g
~-Chouffer doucement jusqu'd lo dis-
do mild NI, NO3 1.76 g
v
solution complate du m e acl 5.0 4
- Ajuster le pH & 7,3 Water to i L
- Répartir par portion de 5 & 8 ml Sterilized by autoclave at 15 psig for 15 minutes.

daons des tubes de 140 x 14 mm.
",
- Stériliser & l'autoclave & 120°C
pandant 15 min.



Réoctifs de la colorotion de Grom :

Y

Solution n° 1 coloront

solbt o &

Solqi}qi_li:

1 violet (contemant 90 % du colo=-

Crysto
2,0 ront Y} eenecans R 2,0¢
Ethonol 95 % ...eevecvsonerece e 20 ml
Solution g :
Oxalate d'ommonium monohydroté ... 0,8¢g
80 mi

Eou distillée g.3.p «cocervorcnccs

i&longcer les deux solutions A et B. Atten-

dre 24 heures et filtrer sur popier avant emploi pour lo
colorotion de Grom.
Solution M° 2 : Solution de mordongoge
Jode cristollsé ....ceveences ... 1,0g
Jodure de potassium ..... vevesas 2,09
Cou distillée q.8.p «.co-0n vve... 300 ml

- Dissoudre 1'iodure de potossium dons un
peu d'eou distillée.

- Dissoudre ensuite, 1'iode dons lo solu-

tion d'iodure de potassium obtenue et

compliter & 300 ml ovee de l'eau distil-
lége.

- Conserver 1
Jeter lo solution dés que son ospect

. charnge.
Solution n® 3 : pDécaloront
e ——————————

- Ethanol 95 %

e réactif dons on flocon brun.

ANNEXE 4

2 a 3s.

Coloration de Grom

- A l'gide d'une anse stérilisée au bec
&4 qgaz, faire le prélavement d'une co-

lonie pure, apra2s isoclement.

- Eigler lo populaotion bactérienne préle-

vée dans une goutte d'ecu distillée sur
une lome propre puils sécher trés douce-

ment qu bec & goz.

- Verser sur le frottis séché et fixé une
quantité de la solution n®1 juste suf-

fisante pour le recouvrir. Laisser en

tohtact pendant une minute tout en im-
primant le légers mouvements de bascu-

lement & la lame.

- Rejeter le colorant n® 1 et le rempla-
cer par la solution n® 2. Laisser en
contact 15 & 20 s.

- Rejeter et remplacer par la méme solu-

tion pour la méme durée.

- Décolorer au moyen de réactif n° 3,

Arréter l'opération lorsque la solution

de ringage devient incolore.

- Laver rapidement & l'eau courante.

- Recolorer au moyen de la solution n® 4

selon la méthode exposée ci-dessus pour

la coloration par la solution n°® 1,

Le temps de contact ovec le colarant est de

- Laver & l'ecu courante

- Sécher entre 2 popier buvard

- Lecture : - Les bactéries colorées en violet

foncé sont des Gram +

- Les bactéries colorées en rose ou

rouge pale sont des Gram -

~he-



Note technique du testIMYIC

. Les miliaux d'isofement sont toujours uti-
11sés én boite de Patri. Aprds avolr &té coulés et solidifiés
leur sbrface est séchée en loissant les boltes entr'ouvertes
& 1'étuve pendant 15 minutes. L'ensemencement est effectué

solaneusement de maniadre & obtenir le plus arond nombre pos-

sible de colonies bilen isolées.

1) Recherche de 1'indole.

Ecu peptonée ou milieu "urée-indole"
Réactif de Kovacs :

Paradiméthylamino-benzaldéhyde ........ 5 a
Alcool amylique . q...vuiivniiiionrnvnens 75 ml
HCY PUT ittt iit ittt et inraenoneannanes 25 ml

Dissoudre l'oldéhyde dons l'alcool ou balin-
marlie & 40°. Refroidir et ajouter l'acide qoutte & goutte.

Ce réactif prend une teinte rouge quand on en
ajoutd quelques aouttes & un milleu contenant de 1'indole,

L'indole est formé & partir du tryptophane.

CH.— Cw-. COOXN /
<\
PJWJJ :” I
TRAYFTO D A s A N\
N NW
TTRYPTOPNANE TNHOL &
2) Miliev de Clark et Lubs (R.M, = V.P.).
#ormule
Peptone trypslique de viande ......... 5 ¢
Phosphate birotassique .............. 5 a
GlucoSe . iiieienneeerninnnnnaneseenss 5 9
Eau distillée ........ceiunnn Ceeeen 1000 m}

a) Méthode classique

Ensemencer 5 ml de milieu et incuber &
37°C et si nécessulre, paralldlement & 22°C.

15 Réaction du rouge de méthyle (R.MK.)
aprés 2 jours d'incubbtion, prélever environ 2 ml du miliev
et le tronsvoser dans un autre tube.'On y verse une & deux
aouttes d'une solutioh & 0,5 g pour 100 de rouqe de méthyle
dans 1'alcool & 40°, S{ le milieu prend une teinte rouaqe
franc, la réaction est positive. Clle est négative si la
teinte est Jaune,

2) Réactian de Voges-Proskauver (V.P.) techni-
que de Barritt : oapr2s 2 jours d'incubation, 1 ml de miliev
de Clatk et Lubs est additionné de 0,5 ml d'une solutlion a
¢ % d'alpha-nophtol dans l'alcool & 90° (réactif & conser-
ver & l'obscurité) et de 0,5 ml de soude coustique b 1¢ %

dans 1'eau disttllée, On aalte et on abondonne pendont 15
minutes. S1 lo souche étudiée profduit de l'acétyl-méthyl-

¢drbinel, 11 so produit une telnte rouge qui apparolt a le
surface du miliev.
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ANNEXE 5
2

b) Méthode rapide.

Répartir 0,5 ml de milicu de Clork et Lubs
dans un tube 22 x220 pm et 0,5 ml dans un tube 11 x 110 mm,
Ensembéncer oveec une noutte de suspension une eau physiolow
glque titrant environ 500 millions par ml. Aprés 18 h
d'incdbation rajouter dans le tube de 11 mm une goutte de
solution de rouge de méthyle. Falire la lecture du R.\..
Mouter dans le tube de 22 mm 0,5 ml de solution d'olpha~
baphtol et 0,5 ml de lo solution de soude. Porter & 1'ébul-
litioh, Retirer.-de la flomme et aaiter 1 minute. VP +
colorbtion rouae franc.

3) Milieu synthétique au citrate de Simmons.

Formule :

Chlorure de sodium ....... e 5 g
Sulfote de magnésium ............. . 0,2 g
Phosphate maonoommonique ........ cen 1 g
Phosphdte bipotassique ...... RN 1 g
Citrate de sodium ..,.......... R 5 g
Plev de bromothymol ,............. 0,08 g
GElose ...t liine e e 20 g
Eau distillée ....eovvvvvvnneen.. 1000 ml
pH 7.

Dans ce milieu synthétique, la source
d'azotd. est constituée par le phosphate d'ommonium et la
source de carbdne par le eitrate de sodium. Seuls les germes
capables d'utiliser le citrate de sodium comme unique source
cdrbohde cultiveront sur ce milieu, avec alcalinisotion pour
les Entérobactdrias.

. Ce milieu doit &tre ensemencé & portir
d'une éulture prélevée sur miliev oélosé. En aucun cas on ne
se servira d'une culture en bouillon ou en eou peptonée qui
apportdrait avec les germes des éléments nutritifs suscepti-
bles de¢ fausser les résultats., L'ensemencement sera foit en
surface par une strie longitudinale et le milieu porté &
1'étuve & 37° C.

Les germes

'citrate positifs" y donnent
une culture abondante avec, en aénéral, bleuissement du
milieu, Les aermes "citrate néaatifs" ne donnent aucune cul-

ture méme apr2s plusieurs jours d'étuve.

Cette recherche de l'utilisotion du citrate
comme 3eule source de carbone sur milieu de Simmons ne doit
pas étte confondue avec celle de lo fermentation du citrate

en milleu complexe de Christensen.
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- M{tien d'identification

— Milieu de Kliger

extrait de viande de beeuf ., ..
extritit defevure ..., ouuuus,
peplone pancréatique de caséine
chlorure de sodium .........
factise .. viveieiennnnians
glucose. ..ol

sullate ferreux ammoniacat

3

...............

thiofullate de sodium (Na,S;0,, 5H,0).......

rouge de phénot ............
ghlose .. ... ..Lllll,

.......... q.s.p.

0.5
0.5
0,025
12418
1 000 mi

MWW mmm

Dissoudre l:r composants dans l'cau 2 I'ébullition. Ajuster le pH 4 7.4, Répartir le
ae

miljeu dans

stubesde 16 mm x 160 mm, 4 raison de 53 8 ml par tube, Stériliser d

Fautoclaved 115 *C pendant 20 mn. Laisser refroidir les tubes en position inclinée de
fagon & obtenir un culot de 2,5 cm de prolondeur.

(Extrait du document F 286/5)

Gélose nutritive

Composition

Peptone ...t ieeniannnas 5,0 @
Extroit de viande ...,...... 1,0 ¢
Extroit de levure ........, 2,0 a
Chlorure de sodium ......... 5,0 g
Acar ~ fgar ..iiiiiiinee., 15,0 @
Eau distillée ......1...... 1000 @l

Préparation

Peser lo quantité du milley deshydra-
t4 indiquée par le faobricant ou les
ingrédients composant le milieuv.

Dissoudre dans lleau & 1'ébullition.
Stériliser pendont 20 min & l'auto-
clave ¥ 120°C,

Répartir par portion de 15 ml envi-
ron dans des tubes 180 x 19 mm et
couler en boites de Pétrle stériles
de 90 - 100 mm de diomdtre ay moment
de l'emplod.

Le pH du millev doit &tre de 7,0 +
0,2,

Gélose lactosde & l'éosine et cu bleu

de méthylene (E,M.B.)

Composition

Peptone de vionde ,........... 10,04q

tonohydrogéno~phasphate de potas-~

SAUM vt ir e v inerinnesonansns 2,0q
Lactose ....civevvevnvonsnnnas 10,0a
EOSINe . euvrsvsesesntasonnos 0,4q
Bleu de méthyldne .....v00vt. 00,085 ¢
Agar = Adar s.viiveriinaneens 15,0q
Eou distillée ..i.oevvvonenos.s 1000ml

Préparation

Peser lo quantité du milieu deshydraté
indiquée par le fabricant ou les quon-
tités des différents ingrédients com-
posant le millev.

Dlssoudre dans l'eau & 1l'ébullition

Stériliser pendont 20 min & l'autoclave
4y 120°C,

Répartir por pdrtlon de 15 ml environ
dans des tubes 180 x 18 nm et couler en
boltes de Pétrl stériles de $0-100 mm
de diomdtre au moment de l'emplol,

Le rH du milleu dolt &tre de 7,0 +n,2,
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