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Introduction 

Les analyses bacteriologiques de l'eau ont 
pour but de mettre en e~idence la presence de bacteries 
qui modifient l'aptitude d'une eau a une utilisation 
donnee. Ainsi la recherche de bacteries pathogenes, des 
bacteries d'origine fecale, et l'etude de la protection 
contre les bacteries exogenes par la variation de la 
population bacterienne globale d'une eau sont les 3 
grandes lignes des analyses bacteriologiques des eaux. La 
presence de bacteriophages fecaux dans une eau egalement 
consideree comme la preuve de sa contamination par des 
bacteries fecales. 

L'examen bacteriologique ne peut etre 
valablement interprete que s'il est effectue sur un 
echantillon correctement preleve dans un recipient 
sterilise, selon un mode operatoire precis evitant toute 
contamination accidentelle, correctement transporte au 
laboratoire et analyse sans delai. 

Un projet de recherche de techniques simples 
d'evaluation de la qualite bacteriologique des eaux a ete 
propose par le Laboratoire Central de Controle de Qualite 
des Eaux de l'Office National de l'Eau Potable (O.N.E.P) 
au Centre Canadien de Recherche pour le Developpement 
International (C.R.D.I). Ce theme concerne, l'evaluation, 
et la determination des coliphages et du test 
presence-absence (P/A) en tant que tests rapides et 
economiques pour le controle de la qualite des eaux 
d'alimentation humaine et pour la classification 
sanitaires des ressources en eaux destinees a la 
production d'eau potable. 

Pour la realisation de ce travail nous avons 
effectue des series de prelevements des eaux differentes 
(eaux brutes et traitees) dans differents points du Maroc 
dont l'analyse bacteriologique a ete realisee au niveau 
des laboratoires de l'ONEP. 

Pour ce fait un manuel pratique de laboratoire 
a ete etabli afin que toutes les methodes d'analyses 
soient pratiquees de la meme maniere, avec utilisation des 
memes milieux de culture et les memes reactifs. 



MATERIELS ET METHODES 

1 - Equipement de laboratoire de bacteriologie 

dans le 
suivant : 

Les analyses bacteriologiques sent ef fectuees 
laboratoire central disposant de l'equipement 

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

- Incubateur a 22°c, 37°C, et 44°C 

- Bain marie. 

- PH metre. 

- Balance. 

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

- Microscope binoculaire avec ses accessoires. 

- 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 Prpsite 
0,45 um. 

- Spectrophotometre a gamme spectrale 
contenant la longueur d'onde 520 nm 

- Papier filtre Whatman N° 1 OU equivalent 

- Baites de petris steriles de diametre 
55 - 60 mm et 90 - 100 mm. 

- tube a essai a visse. 

- flacons steriles pour echantillonnage d'eau 

- Membrane zeta 608. 

- Portes tubes a essais 

- Erlenmeyer 

- Pipettes graduees steriles 

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

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

Les coliformes totaux sont des organismes en 
forme de batonnets, non sporogenes, Gram-negatif, oxydase 
negative, capables de croitre en aerobiose a 37°C sur un 
milieu lactose. 

Les coliformes fecaux presentent les 
proprietees que les precedents a 44 °c. 

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

memes 

Les milieux dishydrates qu'on trouve dans le 
commerce simplifient la preparation des bouillons de 
culture et sont done recommandes pour les travaux de 
laboratoire. Divers fabricants preparent ces milieux sous 
formes de poudre qu'il est facile de peser, de dissoudre 
dans de l'eau distillee et de repartir dans les tubes de 
culture avant la sterilisation. Pour l'epreuve de 
presomption, on dispose de milieux de culture comme, le 
laurylSulfate de Sodium, le milieu, both, la gelose 
lactosee au T.T.C, le milieu ENDO et mFc, le MTSA et P/A 
Broth. Pour l'epreuve de confirmation, on dispose du 
bouillon biliaire lactose au vert brillant (BGB) pour les 
coliformes totaux, et EC medium pour les coliformes fecaux 
avec Mac Conkey agar N°l pour l'isolement. 

2 - 2 Methodologie : 

2 - 2.1 Methode par membrane filtrante 
(cf shema 1 (1 Bis) ) 

Cette methode consiste a f iltrer un volume 
connu d'eau a travers une membrane constituee d'un derive 
cellulosique ayant des pores uniformes de 0,45 u de 
diametre. Les bacteries sont arretees a la surface de la 
membrane. 

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

2 - 2 - 1.1 Test presomptif (cf fig 1) 

Dans cette technique nous avons utilise d'une 
part le gelose lactosee au TTC a 37°C et le milieu type 
Endo a 37°C pour la numeration des coliformes totaux, et 
d'autre part, la gelose lactosee au TTC a 44°C et le 
milieu mFc a 44°C pour la numeration des coliformes 
fecaux. Tous ces milieux ont pour principe la fermentation 
du lactose qui permet de deceler les coliformes presumes, 
mais la reaction caracteristique varie selon le milieu. L__e 
reflet metallique caracteristique des colonies qui 
poussent sur milieux de type Endo s'explique par la 
formation d'aldehyde. 



•' 

.... 
> 

Hf 
(l~O-CHl!ll 

[NDU )7•c 
(IRUllCAIC 

J. 
r'/A 

I'-.\ l!ROIH 
)7"C 

( TIIIf'L !CK![) 

• WN!>tl.&S 
LIS 
)7"C 

(TRll'UCAIE) 

BCB 

:H•C 

,, 

· __ Fig 

SCH(HATIC DIACRAH or TREATED WATER EXAHINATIUN 

~ .-----....... Hf 
TERCITIL 

I 

7 AGAA 
)7"C 

(TR!i't.IC.UE) 

I 

..!. 
I 

I 

I 

I TREATED 

Hf 
(ISO - GRID) 

M.f".C 
44"C 

(TIUPl..ICATE) 

-

lfATER I 

EC EC 

J, 
If" 

TERCITll. 
7 M:.111 

44"C 
(TRIPl..ICATE) 

,~.1.--. ~:__L J_ j_ ~ 
lNCLU5lON It- , ...., 1 , _, 

I (4 PlAT[S) iSlN£IZ : ~ ! ~ ~ >- c .n 
HIS A I )7"C I =: :':! :- .z_'.:: 

J7-C Q - % 5 ~ ;: = ,_ 
l (TRIPLI~'IE) (TRIP- ~= ..,_ ::i- =-

<JO LID.IE I '-'-' - <.:- = ~ -- ~-=--- - -- ---·-
! ! I 

I L -,-- - - - - - -; 
' 
I 

! ! !> (Wu:Jl. I 

I i t:l.Lll-
NIES 

I : .. HSXY I 

)7"C 
I :_i 

I -- - ~ - !. - ~ _, 
- ~;- - -r',.,"-------------.. •t._-__ -.,- - - J 

~: 
;:: I 

:; TYPICAL 
CtJ..rt<I[S 
He CIHCEY 

J7•c 
~I c· '--,....--~ 

~ I 
:.... -

~ ... , 
u. 

TOTAL 

POSIU'il: TlBES ~ TIE 
:Z UST (J'USITIYE) 

DILUJIU'§ 
He ClHC£Y 

'79!: 

.. p 

5 TYPICAL 
Cll..CIHES 
He C!HEY 

)7"C 

- - -

I ... 
5 TYPICJ\l. 
Cll.ll'IES 
He CONCEY 

)7"C 

' 
POSITIYE 11.ll:S IT 
Tl£ Z UST (l'OSI-

TI'IO DILUTIQ(S 
Hc(Q,j((f 

J7"C 

.. - .. -

.. I 
:; TYPICAL I Cl.Cfl!ES 
He C1:HCLY 

)7"C i 

' I 

Up TU :; DiffER[NT CDLU!ilES roR (AC!I PLATE 

COLifORNS" f~ACAL CDLifORNS 1 COLI PHAC[S 

l'USI I IVE TUBES or THE SAH~L[ CURRESPONOISC IO Ill[ H(DIAN ~ALU[ 
(i'U~lllVE TUBES or THE ~U~!l!V[ ~AH~L( WH(N ALON[). 

J':EACAL 
SIREPTO. 

! 

~UTS"ICO CJl[N!C;.L 

•• 

' f' 



,, 

"" > 

- l 
MF 

(lSU - Ci! IU) l'l'rt 5 IL&S 
J Dllll;!:;.°' E!IOU n•c 

( fRll'LICAIE) LIS 
37-C 

I fR!Pl !CA rn . I 

I' 

$CHEHArtC Ol.>Ci!N4 1$' 11.lW 11.UER (:uHJNAflCH 

I RAW W.\!(11 

... . 
I I .,, 

>f'N J rl.'&S I ~ 
J Dllt; r!CloS (ISU - Gal:l) 

LI~ I M - i'C 
J7"t. ~"C 

(TIUPllC.\fE:l i (TR!i'\.ICATE) 

' I I I 

I 

I 

I 
l'l'N 5 IU&S 
) DILUrl;;IG I 

A1 dRt..itH 
n•c . 

( fRlt't.10.IE) 
! 
I 

- - - - - - - - - - - - - - -- - - - - - - - - - - - - - - - -

-- - - -

< .... ::: ... 

-'-
z 
:l 

< u 
.._ I 

z ... 
Q 

,. 
5 TYi'ICAL 

COLONlES 
He CONIC(Y 

J7•c 

- - ._ .... 

- - - -

- -

TOTAL 

I 

•• ... I I . .... 
• . 

I . . I 
BCB BCL EC cc 
n•c J7•c I .:.,4•c I 

~"·c 

I I 

I I - - - - - - -- --------- - -·- -- -- -·- - - - - ---. ... I 
! ' ' ... I 

l'OSITIYE TU!!ES Of" THE 2 I LAST 5 TTl'ICAL l'llSlT I'iE I 
(POSI TIYE) DILUTIONS lUBCS Of" THE 2 LA:;.T 

I COLUNIES (POSITIVE) 
Mc CONKEY nc ICUNICEY 

DilUTlllllS 
)7°C Mc CONIC(Y I 

I J7°C J1•c 

I 
I I 

- - - -- -- -- - - - J_ -- - ----- - - ------1 . I , ... d• 

Up TO 5 D lf"fEREMr CULOlllES f"Oll EACH PLUE 

COL If ORMS f"EACAL CDLIF"ORKS 

• POSITIVE TUBES Of fHE S.\HPL( CORRESPONOINC TO THE HEDlAN VALUE 
(POSITlYE TUBES Of THE POSITIVE SAMPLE . llH(H ALUHE). 

I 
I 

I 

I 
I 
I 
I .,......;:....._ 

l:cLUSllJO ' 
(:. A..IES) ' _, 

~ :.r:i.\ :: J7"C --( fRll'llC.\10 - < 
' "' -I 
I 

I 
: 
I 

! 
I 
I 

! 
I 
I 
I 

I 
I 
I 

I 

I 
I 

I 
I 
I 

I 
I 
I 

! 

COLIPHACCS 

....:L ,....:.._ .....:!:__ _, 
I _, 

"-'"" =- - >- z :::- :i- 9 Z> ===-::::;- ::l ~ :.i- -'--' - -

PHYSlCD CHEMICAL 
PARAMETR(S 



Schema 1 

COUPE SCHEMAl!QU[ 

D'UN APPAREIL 0£ f!LTRAJ!ON SUR MEMBRANES 

Mt•hlnt 
Pl••ut 1or11111 

• .,,.,, •fl1t11~ .. 

- - .. • Floh l vldt 

(Ex.etait du documtnt F 286/51 



@Brancher I"erlenmeyer (a tu-
bulure Iatcra!e) sur le vide (a rar-
re1) e1 mcure en place le support 
poreux. ·· 

®Monier I'appare1I de filtra-
uon en pla1;am unc membrane 
fihramc sterile sur le suppon po-
reux. a ra1dc d"unc pince sterili· 
see ;i la namme. 

@Mettre en place le recipient 
superieur et le fixer au maven du 
disposi1if de verrouillage. (Lana-
ture de ce dispositif depend du 
materiel employi:). · 

Schema 1 Bis 

WHO IJ.JOA 

WHO IJJIJ 

.·: ·:·::·:·:::·:···:··-::·.::· :.: 

WHOnJJ1 

" 

I 

\ 

A == 'I 

@verser dans le recipient supe-
neur le volume d'echanti!lon 
choisi comme optimal comp1e 
1enu de la nature de reau. Si la 
prise d'essai est interieure a 
10 ml. ajou1cr dans le recipient 
supcrieur au mains 20 ml d'cau 
sterile commc diluant. avant fil-
tration 

® Dcbrancher rentonnoir ct 
placer le fihre. en uuusam !es 
pinces stcrilcs. sur e plaque de gclOSt 

@ Incuber :i. 35 ou 37 ·c p~n­
dant I 8-24 heurcs en atmosphere 
saturee d'humiditi: (pour ce\a. 
mettre dans l'incuba1eur un mor-
ceau d'ouate imbibe d'cau!. 

I 
fl 

~ 
~.=;~, 

IVHO•HJJ u 

18-24h 

JS•C OU 37-C 
s 

( )··· ·.: • .. ·.:.·.:·.··:·. ( l· 
ltHCJ •H/7 



Q) 
:> 

·.-t ..., 
0. 
E 
0 
C/l 
Q) 

"" c. 

Q) 
:> 

•.-j .._, 
ca 
E 

"" ·.-! .... 
c 
c 
u 

RECAPITULATORY DIA~RAM 

TOTAL COLIFORMS FEACAL COLIFDRMS 

Membrane filter Method (ISO - GRID) Membrane filter method (ISO - GRID) 
Sample 

I 
' M.T. S. A. 

37°C + 1°C/4h 

~ 
Transfert the membran~ to Endo - agar 

37°C + 1°C / 24 h 

~ -------. 
Roses colonies with Others (sapropytes) 
metallic re(let 

~ Isolation on mac Cookey - agar 
37°C I 24 h 

Gram colou Jing + oxydase. 

l Api 20 E et 10 E 

Identification or 
Test I.M.V.I.C 

Q) 
:> 

·.-t ..., 
c. 
E 
0. 
C/l 
Q) 

"" c. 

Sample 

M.T.L. 
37°C + 1°C I 4h . 

T 
+ Transfert the membrane to MFC agar 

~ ------Blue Others (saprophytes la, 
0 
I 

Isolation on mac Coukey - agar 

37°C I 24 h l . 
Gram colonring + oxydase 

(5 colonies 

Identification 
~APi 20 E et 10 E 

~ or 

Test I.M.V.I.C. 



--'\'\ -

Une premiere lecture des boites de petri 
contenant les milieux correspondant au test presomptif est 
effectuee apres 24 heures d'incubation. la fermentation du 
lactose provoque la formation d'un halo-jaune dans la 
couche de gelose sous-jacente a la membrane. De man1ere 
generale les colonies jaunes ou jaunes oranges avec 
holo-jaune sont presumees "Coliforme". Sur le milieu Endo, 
Les colonies de colif ormes totaux sont de couleur rose a 
rouge et presentent un reflet jaune verdatre ou 
metallique, il ne faut pas compter les 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 creme. 

Cette etape de presomption est poursuivie par 
un essai confirmatif pour verifier l'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 presumees sur le 
milieu au tergitol 7 sont confirmees par !'absence 
d'oxydase et eventuellement par la fermentation du lactose 
dans les milieu kligler a 37°C et par la coloration de 
gram (-) 

L'etude des caracteres morphologiques et 
biochimiques des colonies isolees ne peut etre 
significative que si l'on realise les tests sur des 
cultures pures obtenues apres isolement, si necessaire sur 
gelose nutritive. 

a) Test de l'oxydase 

Repiquer une ou plusieurs colonies 
caracteristiques isolees soit directement sur tergitol 7, 
soit sur gelose EMB ou sur gelose nutritive et incuber a 
37°C pendant 24 H. Emulsionner les colonies developpees 
dans un peu de diluant sterile et deposer a l'aide, d'un 
ensemenseur !'emulsion sur un papier filtre impregne de 2 
a 3 gouttes d'une solution aqueuse a 1 % de chlorydrate de 
tetramethylpara-phenylenediamine prepare extemparanement. 
En presence d'une oxydase, une coloration violet brun 
survenant immediatement, dans le cas contraire la 
coloration reste inchangee. 

b) Coloration de Gram (cf ANNEXE 4) 

c) Recherce de la Catalase 

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

Les deux reactif s sont melanges a parties 
egales au moment de l'emploi. 1 ml du melange est verse a 
la surface de la culture. dans le tube maintenu en 
position inclinee de fa9on a recouvrir toutes les 
colonies. Apres 5 min de contact le degagement d'oxygene 
se traduit par !'apparition d'une mousse + abandante. 
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TABLEAU 1 

r--------------------------------------------------------------~ I 
I 

CHARACTERS Of TH[ COLIFORM BACTERIA I 
I 
I 
I 
I 
I 

EnlwobM:IM I 
THI Etch~ Citro- #(ltll- I 

rkhl• bKlff' IHI/• clo- HfO- ha{nlH liq- I «IH /lfntl (M:ltn• 

M1nnllol A A. A A. A. A. A. 
Adonltol 0 0 A A. A A. A 
Dulcllol d d d 0 0 0 0 
lno1llol (QH) 0 0 0 0 + 0 + 
SucroH d d A A. A A. . A. 
lndol• + 0 0 0 0 0 0 
Golalln 0 0 0 (+I x 0 x 
H1S 0 + 0 0 0 0 0 
NH.-cllr1lo 0 + + + + + + 
Voan·Pro1kau1r 0 0 + + + + d 
Mtlhyl rtd + + 0 0 0 o· d 
Uruu 0 O or X + 0 0 0 0 
Malonal• 0 0 + + + + 0 
KCH 0 + + + + + + 
Phenylal1nlnt 0 0 0 0 0 0 0 
MoUllty + + 0 + + + + 
Lyaln• dtC1rbo1yl1H + 0 +. 0 + + (+) 
Arglnln• dlhydrola1t d + 0 + 0 0 0 
Ornllhln• dtc11bo1yl1H d + 0 + + + + 

A - acid. au may or may not b• produced. 
d • differing 1lraln1, 1omo with po1lllv• and aomt with nogallvt ruction. 
+ • poaltlv• within 2 day1. (+I• dtlay•d poalllvt. 
X • J1l1 Irregular poalllvt. 
0 • n•a•llve ruction of leaL 

---------------------------------------------------------------
IExtlla~t du document F 4232/3) 

TABLEAU 2 

INT[RPR[TATION OF IMViC REACTIONS 
----

Me1hyl Voges 
Organism lndolc Red Proskauer Cilrate 

l::s1"11trirl1iu mli + + 
Shigtllu sp +or - + 
Citrubut·tu frtundii + + 
Citwburtu dil-nlUl + + + 
Kitbsitllu·Entrrobu1·1tr 

11roup• +or - + + ·----------------
• Sec HOMoC Kries 1Sec1ion 91 ICI for rur1her Kparalion or lhi• sroup. 

L--------------------------------------------------------------
IExtlla~t du document F 534/5) 



l'absence des bulles 
catalase negative 

est 
I 

caracteristique des souches 

On peut proceder aussi par etalement sur une 
lame porte objet d'une suspension bacterienne prelevee 
d'un milieu solide, gelose nutritive a laquelle on ajoute 
de l'eau oxygenee, la reaction positive se traduit par 
l'apparition d'une mousse d'ou degagement.d'oxygene. 

d) Fermentation du lactose (Milieu kligler) 

On ensemence le culot par piqure et la surface 
inclinee par stries serees et paralelles pour avoir une 
culture en nappe, l'incubation est faite a 37°C. 

maximum. 
Ce milieu donne 3 reponses en 24 heures 

1 - Le culot inchange, le glucose n'est pas 
fermente, s'il ya produit de gaz, on peut 
avoir soit seulement quelque bulles, soit 
une poche gazeuse qui decolle completement 
le milieu du fond du tube .. 

2 - Si la surface inclinee reste inchangee, le 
lactose n'est pas fermente, 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 Identification (cf annexe 5) 

L'identification des germes 
realisee soit a l'aide de galerie API (API 
soit par le test I.M.V.I.C. 

coliformes est 
lOE, API 20E), 

I prodution d'indole (dans le tube d'eau 
peptonee) . 

M reaction de rouge de methyle. 

V reaction de Voges Proskauer (recherche de 
l'acetoine) produit de metabolisme 
bacterien) . 

c : citrate de sodium ou citrate de simmons. 

l'interpretati~n de ce test IMVIC est donnee dans le 
tableau 2. 

2 - 2 - 1.4 Expression des resultats 

Les resultats sont exprimes par la formule 
suivante 
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coliforme totau)C 
OU 

coliformes fecaux./ 100 ml = A/B x 100/F. 

A = Nombre total de colonies coliformes caracteristiques 
(confirmees et identiques) comptees sur toutes les 
membranes. 

B =La somme des quantite filtre exprimee en (ml). 

F = Facteur de dilution. 



2 - 2.2 Methodes par fermentation en tubes 
multiples (Methodes MPN.) 

Le principe de la methodes MPN consiste a 
incuber un certain nornbre de tubes contenant, cornrne milieu 
de culture un bouillon approprie a concentration normale 
et a double concentration. Au bout d'une duree 
d'incubation precise a une temperature donnee on considere 
cornrne tube positif chaque tube ou il y a un developpement 
bacterien (trouble) et un degagement de gaz, Ce phenomene 
peut traduire la presence de coliforme. (Cf fig 2). 

2 - 2 - 2.1 Test presomptif 

Au moyen d'une pipette sterile de 10 ml, on 
inocule 10 ml d'echantillon dans chacun des 5 tubes 
contenant (10 ml) de bouillon au lauryl sulfate de sodium 
a double concentration, ensuite on repartit 1 ml 
d'echantillon dans 5 tubes de milieu simple et 1 ml de la 
dilution d'echantillon au 1/10 dans les 5 autres tubes de 
milieu simple. L'ensemble est incube a 37°C pendant 48 
heures parallelement a cette serie dans 5 tubes, une serie 
de 3 tubes est inoculee de la meme maniere que precedement 
(cf schema 2) 

2 - 2 - 2.2 Test confirmatif (cf fig3) 

L'epreuve de confirmation consiste a repiquer 
les tubes positifs dans un milieu de culture plus selectif 
milieu lactose bilie au vert brillant (BGB) a 37°C/ 48 
heures pour les coliforrnes totaux et milieu EC medium a 
44°C pendant 24 heures pour les coliformes fecaux. Les 
tubes positifs sont caracterises par la production de gaz. 

2 - 2 - 2.3 Expression des resultats 

La concentration des bacteries dans 
l'echantillon peut alors etre estimee d'apres le nombre de 
tubes inocules et le nombre de tubes positifs obtenus a 
l'aide de l'epreuve de confirmation. Le nombre le plus 
probable (MPN) de bacteries presentes peut etre estime en· 
utilisant des tableaux statistiques speciales. cette 
technique est identifiee sous le nom de methode 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 isoles sur Mac 
Coukey Agar n° 1 et sur chaque isolement au moins cinq 
colonies diff erentes ferrnentant le lactose sont a 
identifier soit par le test IMVIC soit par la galerie API 
( Voir ci-dessus) . 
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Fig.2 Schema indiquant la marche a suivre dans les epreuves de presornption ou de 
confirmation selon la methode des tubes multiples 
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A. Disposer trois rangees de 
cinq tubes chacune dans un porte-
tubes a essais. Les tubes de la 
premiere rangec (Fl) contiennent 
10 ml de milieu pour eprcuve de 
presomption a concentration 
double tandis quc les tubes de la 
dcuxiemc ct de la troisii:me ran-
gcc ITT. F3) contienncnt 10 ml 
de milieu pour epreuve de pre-
somption a concentration nor-
malc. 

B. A ,-ec une pipclle sterile. 
ajoutcr I 0 ml d"echantillon dans 
chacun des cinq tubes de la ran· 
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s 0 JI 

I 
!1 7 J<I 

s 0 I II II ~· ~ 0 2 41 I.I 114 
~ I 0 " I 

II •.I 
~ I I 46 16 1211 
~ I l I •• !I 1'4 
~ 2 0 I 4°1 JI 11h 
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' ' l 221 q 69K 
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5 ' I UIK ,1111 .\ !~~ 
~ ' 4 I 11·~· hl,I ~~II\ 
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0 I 0 I < o.s 4 
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0 I 2 .I <OJ I 
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0 2 I J < 0.5 I 
0 2 2 4 < 0.5 II 
0 ) 0 J < o.s I 
0 ) I ' < 0.5 IJ 
0 ~ 0 ' < 0.5 J) 

0 0 I < 0.5 4 
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2 - 2 - 3 Test Presence Absence P/A 
(Cf fig 4) 

Le test P/A relatif au groupe de 
est une simple modification de la methode 
modification consiste a ensemencer dans un 
contenant le milieu (Cf ANNEXE 1), un volume de 
l'echantillon a analyser. Ce test est justifie 
qu'aucun germe coliforme n'est tolere dans un 
100 ml d'eau de boisson. 

coliformes 
MPN. Cette 
seul f lacon 
100 ml de 
par le fait 

volume de 

Dans le test presomptif un f lacon contenant le 
milieu P/A est inocule par 100 ml d'echantillon, 
l'ensemble est incube a 37°C pendant 24 a ·48 heures ; 
apres ce temps d'incubation, la coloration jaune du milieu 
indique la presence d'acide du a la fermentation du 
lactose. La lecture et completee par la presence 'de gaz 
dans la cloche. Pour l'epreuve de confirmation les flacons 
positifs sent d'abord repiques dans le bouillon vert 
brillant a 37°C pour les coliformes totaux, et ensuite 
dans Ee medium a 44°C pour les coliformes fecaux. La 
presence de gaz dans les tubes positifs confirme la 
presence de germes coliformes. 
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3 RECHERCHE DES STREPTOCOQUES FECAUX 

Ce sont des bacteries cocci gram positif en 
chainettes, catalase negative,· regroupees sous le terme de 
11 streptocoque fecaux 11 , ii faut entendre l'ensemble des 
streptocoques possedant la structure · antigenique 
caracteristique du groupe D de lancefield (Cf fig 5). Un 
des caracteres cornmuns a toutes les especes de ce groupe 
est une tres forte resistance notarnment vis a vis des 
inhibiteurs bacteriens. Parmis ceux ci l'azide de sodium, 
relativement tolere par les streptocoques fecaux, et 
fortement inhibiteur de croissance pour les 
enterobacteries. 

3 - 1 Milieux de culture et reactifs 

Les milieux deshydrates et reactifs utilises 
sont decrits dans l'annexe 2. Parmi ces milieux ; le 
milieu de Roth normal et a double concentration, le milieu 
de Litsky, et le milieu de stanetz et Barteley. 

3 - 2 Methodologie (CF fig B) 

Les deux methodes d'analyses, filtration sur 
membrane (MF) ou ensemencement en milieu liquide (MPN) 
peuvent etre pratiquees. Ainsi dans la methode MPM, les 
tubes de milieu de Roth sont ensemences par un volume 
d'echantillon et incubes a 37°C pendant 24 a 48 heures. 
Les tubes presentant un trouble microbien pendant cette 
periode sont presumes contenir un streptocoque fecal et 
sont soumis au test confirmatif qui consiste a repiquer 
les tubes positifs dans un milieu de litsky a 
l'ethyl-violet et azide de sodium. 

Apres un temps d'incubation de 24 a 48 heures 
a 37°C l'apparition d'un trouble microbien confirme la 
presence d'un streptocoque fecal. Parfois la culture 
s'agglomere au fond du tube en fixant le colorant et en 
formant une pastille violette de signification identique a 
celle du trouble. Les resultats de denombrement des 
streptocoques fecaux sont exprimes en nombre de germe par 
100 ml. 

Dans la methode de denombrement par membrane 
filtrante apres filtration, la membrane est appliquee sur 
le milieu de slanetz. Apres incubation pendant 48 heures a 
37°C, on compte toutes les colonies rouges, violettes, ou 
roses visibles sur la boite, les colonies de streptocoques 
fecaux presumees sont confirmees dans le milieu de litsky. 
Une coloration de Gram avec recherche de catalase sont 
effectuees pour confirmer leur presence. 

Les resultats sont exprimees en utilisant la 
formule suivante : 

streptocoques fecaux/ 100 ml = A/B x 100/F. 

A = Nombre total de colonies streptocoques 
caracteristiques (confirmes et identiques) 
comptees sur toute les membranes. 

B = la sommes des quantites d'eau filtree 
en ml. 

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

inf ectent 
Les 

les 
coliphages sont ·des bacteriophages qui 

coliformes et se trouvent la ou il y a 
presence de ces germes. 

Une correlation entre les coliphages et les 
coliformes montre que les coliphages pourraient etre 
utilises comme indicateur de la presence de coliformes. 
Par le fait que les coliphages sont plus resistants au 
chlore que les germes coliformes, ils peuvent egalement 
etre utilises comme indicateur de l'efficacite de la 
desinfection. 

I 4 - 1 Methode 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 (TSE) et trypticase soy agar 
modif ie (MTSA) additionnee de TTC sont utilises dans cette 
etude. 

4 - 1.2 Mode operatoire 

a) preparation de l'hote 

(cf fig 5) 

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

- incubaer a 37°C pendant une nuit. 

- transferer de nouveau la culture E.coli 
dans un flacon contenant 25 ml de TSE plus 
10 % V/V de glycerine et incuber a 37°C 
jusqu'a ce que la densite optique soit de 
0,5 a 520 nm (concentration bacterienne 
voisine de 1 x 10 E.coli cellules/ml). Le 
Zero optique etant le TSE plus glycerine a 
10 % sterile. 



- Distribuer asceptiquement par portion de 
4,5 ml la suspension bacterienne 
et congeler ~ ~ 20°c. La duree de stoc-
kage ne doit pas depasser 6 semaines. 

b) Determination des coliphages 

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

- Si l'echantillon contien plus de 1000 
coliphages/100 ml, proceder a des dilutions 
au 1/5 ou 1/10 avec de l'eau distillee ste-
rile. 

- Faire f ondre des tubes de gelose de MTSA 
dans un bain marie a 44,4°C 

- Ajouter 1,0 ml de la culture h6te a 5 ml de 
l'echantillon (ou de sa dilution) et 0,08 ml 
de TPTZ dans chacun des 4 tubes de MTSA. 

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

- Laisser la gelose se solidifier. 

Incubation 

incuber a 37°C pendant 4 a 6 heures. 

Lecture 

- compter les plaques apparues sur les 4 
boites de Petri et multiplier le resultat 
par 5. 

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

Les bacteriophages infectent et se developpent 
au depend des bacteries. Les plaques apparues sur la 
gelose sont dues a la lyse des cellules par les 
bacteriophages. Le nombre des plaques correspond a celui 
des coliphages. En se basant sur le nombre de coliphages, 
determin~r le nombre de ~oliformes totaux et fecaux selon 
les formules suivantes 

Coliformes totaux 
Logy= 0,627 log x + 1,864 

ou y = coliformes totaux/100 ml 
x = coliphages /100 ml 

Coliformes fecaux : 
log y = o,805 log x + 0,895 

ou y = coliformes fecaux/100 ml 
x = coliphages/100 ml 



Water sample 

+ host culture 

+ T.T.C. 

M.T.S.J medium 

37oc I 4 6 h 

~ 
plaque 0 

fig -6-

DETECTING COLIPHAGES METHOD FOR 

Water sample 

pH _ 6,0 

Filtration 

T.S.B. + 

N.M.A 
Pla'que G) 

PositLe test negitive test 
/ 

plaques© 

. t~1ve test Pos1 

~ 
plaque 8 

.ti ve test neg a 

• • Enumeration. 

' t; 
I 



# 

- 2.6 --

4 - 2 Methode de coliphages par filtration sur membrane 
zeta plus 60 s 

Enfin de projet, parallelement 
classique une autre methode de detection 
de coliphages par utilisaton d'une membrane 
60 s a ete realisee. 

a la methode 
et denombrement 
filtrante zeta 

4 - 2.1 Milieux de culture est souches de 
collection 

On utilise - Les memes milieux et reactifs que la methode 
classique, a part le MTSA qui est remplace 
par le MNA 

- La meme souche de collection d'·E.coli 
A TTCC 13706. 

4 - 2.2 Preparation de la culture Hote 

1.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 densite optique soit 
de 0,5 a 520 nm le zero optique etant le T.S.B + 
10 % de glycerine sterile. 

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

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

1 c - Fermer les fioles et conserer a -20°c. La duree 
de conservation ne doit pas depasser 9 semaines au 
freezer ou 14 jours au refrigerateur ordinnaire. 

4 - 2.3 Mode operatoire 

2.1 - Degeler la fiole contenant la culture hote au bain 
marie a 44,5°C pendant 15 mm (une fiole par 
echantillon) 

2.2 - Ajuster le PH de l'echantillon a 6,0 avec Hcl (O,lN 
OU lN) (une fiole par echantillon) OU NaOH (0,1 N OU 
lN) 

2.3 - Faire fondre 4 tubes de M.N.A a l00°C, transferer 
les tubes a 44,5°C pendant 10 mn pour stabiliser 
la temperature. 

2.4 - Filtrer l'echantillon (PH 6,0) a travers la membrane 
Zeta plus 60 s chargee positivement. 

2.5 - Replacer le sterifil avec la membrane sur un autre 
erlenmeyer sous vide sterile pour collecter l'eluat. 



-'2~f--

2.6 - Ajouter 10 ml du milieu T.S.B a 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 a 3 ml d'eau distillee 
sterile et filtrer. 

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

2.8 - Ajouter l,O ml de la culture hate degelee a chaque 
tube contenant M.N.A et l'eluat d'echantillon. 

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

2.10 - Couvrer les boites et laisser solidifier puis 
incuber a 35°C pendant 6 heures. 
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CONCLUSION 

Les analyses bacteriologiques avec 
essentiellement les denombrements d'agents temoins de 
contamination fecales et d'agents pathogenes constituent 
le premier plan dans la surveillance microbiologiques des 
eaux. 

Elles sont necessaires a tous les niveaux 
d'utilisation de l'eau par l'homme. 

- eau de boisson (eaux naturelles traitees ou 
non, eaux embouteillees) 

eau de loisirs (baignads en eau vive et 
piscines) 

eau de fabrication (surtout au niveau des 
aliments) 

-eau a usage particulier (eaux des hopitaux) 
etc ... 

Les methodes d'analyses existants actuellement 
ne sont pas utilisables dans tous les laboratoires, 
cependant les methodes, les plus classiques utilisent, un 
materiel relativement simple et peu onereux. 

des recipients courants de laboratoires 
(bechers tubes, flocons etc ... ) 

- un materiel ordinaires comme boites de patris 
membrane filtrantes 

- un microscope classique 

Par centre les produits utilises 
divers et souvent onereux. Les milieux de 
demandent des preparations tres minitieuses 

sont tres 
cultures 

On outre, le personnel doit etre competent non 
sulement pour les manipulations mais aussi et surtout pour 
l'intrepretation des resultats d'analyses 

Ces analyses doivent etre effectuees en tenant 
compte evidement de l'interet qu'elles offrent et aussi du 
cout d'operation 

Ces obligations et le pluralisme des missions 
imposees aux laboratoires ont servi de guide dans le choix 
de techniques decrites dans cette etude. 



M-i.Ueu d'Endo 
m-Endo Hedhma 

InCJredients 

Tryptone or polypeptone 
Thiopeptone or thiotone 
Casitone or trypticase 
Yeast extract 
Lactose 
Sodium chloride 
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Dipotassiwn hydrogen phosphate (K2HPO~I 

Potassiwn dihydrogen phosphate (IOl2PO~) 

Sodium lauryl sulfate 
Sodium deoxycholate 
Sodium sulfite 
Basic fuchsin 
Distilled water containin9 20 ml of ethanol 
Final pH 7,2 tO.l (no autoclavinq) 
Sin9le-stren9th dehydrated medium, 499/liter 

Quantity 

10 9 
5 9 

5 CJ 

1.5 9 
12.5 9 

5 9 

4.375 CJ 

1.375 CJ 

0.05 CJ 

0.1 CJ 

2.1 CJ 

1.05 CJ 

1.0 liter 

acoirmercial dehydrated ~ediwn is available from several -dia 
manufa~turer•. m-Endo aCJar may be prepared by addinq 1.5\ •CJar to 
the broth formulation. 

IExtlla-lt du document F 43441 

InCJredient 

Tryptose or biosate 
Proteose peptone No. 3 or polypeptone 
Yeast extract 
Sodium chloride 
Lactose 
Bile salts No. 3 or bile salts mixture 
Aniline blue 
ACJar 
Distilled water containinq 10 ml of l• rosolic 

acid sale reaCJent 
Final pH 7.4 ±0.l (no autoclavinCJ) 
Sinqle-strenqth dehydrated medium, 37 CJ/liter 

Quantity 

10.0 CJ 

5.0 CJ 

3. 0 CJ 

5.o CJ 

12.5 CJ 

1.5 CJ 

0.1 CJ 

15 .o CJ 

l.O liter 

&cotrmercial dehydrated 11ediUD1 is available from meveral -dia 
manufacturer•. 

IExtlla-lt du document F 43441 
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Pe pt one tee. t • t ft•• t I e I I e If f I 10,0 {1 

Lactose I I e It• I I I I I If I I I If I I I 10,0 f1 
Bile de, boeuf' deshydroUe ... 20,0 9 
Vert brillant t t I I I It It It e I I 0,0133 g 

Eau distil He t It t It t t I 1 I It e 1000 ml 

Pl:~Porotion 

Pese~ la quontit~ du milieu deshydrot~ 
indiqu~e par le f'abricant ou les quan-
ti tds des dif'f~rents ingr~dients compo-
sant le milieu. 

- Chauff'er doucement jusqu'b lo dissolu-
tion co~pl~te du milieu. 

- R~partir par portion de 10 ml environ 
dons des tubes de 160 x 16 mm (ou 
180 x IA mm) ovec cloches b gaz, 

- St~riliser pendant 20 min b !'autoclave 
b 120°c. 
Le pH du milieu dolt atre de 7,2 ~ 0,2. 

A19roth 

C:omposi ti on 

Lactose .•.••...•••••.• , ••....•• 
Tryotonfl ..................... . 
Chlorure de sodium •••.•••••.• , • 
Snliciurr •..•••••. , •.•••..•.••• 
Polyethyhne 1lycol p - iso-
octyl phenyl ether •••••.••.•. 
Eau distill~e •••••••.••..•••• 

Pr_~r.orotJ.on 

5,0 q 
20,0 g 

5,0 ~ 
0,5 g 

1,0 ml 
lOC"iO 'ml 

- ~hauf'fer }usqu' a lo dissolution des in-
9r~dient ojouter 1 ml du polyethyl~ne 
plycol p-isooctyl phenyl ether et oJuster 
ln pH a 6,9 ~ 0,1. 

- Distribuer dons des tuhes (160 x 16 
ou 180 x IA) ovec cloches b goz. 

- Stdriliser a !'autoclave a 121°C pen-
dnnt 10 min. 

- Stoeker<'J lo chombre froid!! ( a .l 'abri 
de lo lumi~re) pour une p~riode ne 
d~possont pas 7 jours. 

Pour ies prises d'~chantillon de 10 
ml, pr~porer le milieu ~ double. con-
centroUon • 

G~lose lnctosde do Mac Conkey 

Comoos 1 Hon : 

Peptone •.•.••• , ••.••••••.•• • · 

Lactose .....•••.... , .. • .. • • • • • 
Sels bilioires •••••••••••••.• 
Chlorure de sodium •.•••• • ..• 
Rouge neut re ••.•.•••.•••..• · 
C:~lose •.•..••..•••...•••.... 
Eau , .•••..••.•••••••.•.•••. • 

10 !l 
10 ,, 

I g 

.5 0 
0,03 g 

IS !'I 
1 000 ml 

CrJstal violet .•••••••••.••. 0,001, 
pH .• I. I ••••••••••• I I ••• I •••• 7, 1 

.Milieu E.C. (ou milieu de Holno et Perry) 

Composition 

tryptose 20,0 P. 

Lactose······•••••••·••···••·· !r;o ti 
Sels·b!liolres·•••·•••••···•··· ·l,s·n 
l 'onohy,droi:i~no-phosphote de so-
d!Ul'1 

DJhydrop~no-rhosphote de sodium 
j • 1' . • ' 

Chlorure de sodium · 
.6 I '• 

E~u distill~;. 

Pr~porat1on 

4,0,g 
1,5 g 
5,o· 9 

1000 ml 

- Peser lo quantit~ du milieu d~shydrotc 
, I• ' ' I • -" ' i.• '',: lnd!qu/le ror le fo~rlcont ou les quon-
tde.s d'9s dHf~rents !nprlldients compo-
san't s 1' le milieO' 

C>°i·~~o'~drA~~~ns 1 1:~0~ b l't,buiii'uon 

- Stfr!l!ser .. r>enJont 29 m!n ti .l 'Ol~toc.Love 
~ 1 ~o 0c. 

- R~port!r par portion de 10 ml en 
tuhes de 160 x 16 mm (ou 1~0 x ln mm) 
nvec cloches h 9az. 

Le pH du milieu dolt etre ne 6,9 + 
Q, 2. 



M!lieu ou Ter'gJltlalJ M 7 

Composition 

Peptone de vionde ,,,,,,,.,,,,,,,,,5,0.9 
Extroit de levure ,,,,,,,,, ,,,,,, 3,0 o 
Lactose .•...................... 
~eptadecyl 'sulfate de sodium,, •• 
Bleu de Rromothymol ,, ,,,,,,,,, 
Apar - A~or .•.•••.••.... , .•.• 
Eau d!sHllt'!e 

Prtfooration 

JO,O g 

0,' g 
0,025fl 
'2 ,o g 
1000 ml 

- Peser la quantitt'! du milieu deshydratt'! 
indiqul!epar le fabricant ou les quontitt'!s 
des d!fft'!rents ingr6dients composont le 
milieu, 

- Dissoudre dons l'eou b l 1 ~bullition, 

- Oistribuer le milieu homoo~neis~ dons les 
bollons de 250 ml b fond plot, 

- Stt'!riliser pendant 20 min b l'outoclove 
b 120°c. 

- Ajouter, soit le volume d'une solution 
de chlorure de 2, 3, 5 - tripht'!nyl -
tt'!trazolium.(TTC) indiqut'! par le fabri-
cant, soit ' ml d'une solution ~ 0,05 
stt'!rilis~ par filtration pour JOO<? ml du 
milieu indiqu~ ci-dessus, 

- Aien homoot'!neiser et distribuet dons 
des boites de Pt'!tri stt'!riles de 55 -
60 ~m de diombtre b raison d'au moins 
5 ml de ~!lieu par boite, 

Le pH du milieu doit ~tre de 7,1 + 
0,2. 

,P/A. broth ( Presence/ absence br.oth) 

Composition 

- Lactose broth (deshydratt'!) .:13,0 ~ 

- Loury! tryptose broth ••••••• 17,5 g 
(deshydrotd) 

- Promocrf'sol 
Eau distilUe 

pusple· , •• , , •. , ............. 0,0085g 
1000 11'1 
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Ciluont reptonf, salt'! compas~ do : 

Tr~ptone , , , . , .••. , .. , , , , , . , 1 ,O P 
Chlorure de sodium ••••••••• O,O g 
Eou distill~e ,,,,,,,,,,,,,, 1000 ml. 

Le diluant r~parti en tubes st~riles de 
220 x 22 mm b raison de 9 ml par tuh~ est st~ril!s6 b 

l'autoclove duront 20 min b 120 °c, 

~!lieu au lauryl sulfate de sodium 

£omposition 

Tryptose , .. , .•... , . , ....•..• , 20 ,Op 
'~onohydrog6no-phospho te de 
potassium , onhydre , , , , , , , • , , 2 ,75g 
Dihydroo~no-phosphate et potas-
' 51 um anhydre ..•••••••..•..• 2,730 
Chlorure de sodium ,,,,,,,,,, 5,0 g 

Lactose •.••• , , • , , •• , , • , , •• , • ',O g 
Lauryl sulfate de sodium ••• 
!:au distilll!e , ........... , , , 

Prt'!por<'~ 

o,' 0 
1000 ml 

- Peser, selon les "indications du Fo-
bricant du milieu deshydratt'!, la quon-
t it~ nt'!cessoire pour un volume donnt'! 
de milieu simple ou de milieu double 
ou les quantit~s des difft'!rents inprt'!-
dients composant le milieu, 

- Chauffer doucement Jusqu 1 b lo dissolu-
tion co~pl~te du milieu,· 

- R~portir par·portions de JO ml dons 
des tube~ de 160 xld m~ (ou 180 x 18 
m~) nour le milieu simpl~ et dons des 
tubes de 120 x 2?. mm pour le Milieu 
double, ovac cloches b roz, 

St~riliser pendant 20 min b 1 1autoc-
love l'r 120°C. 

Le pH du milieu dolt ~tre de 6,8 + 
0 I 'Z. 
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.~ilieu de Rothe Nilieu de Slanetz et Ba~~ 

Composition •ompositfon 
Pertone .••..••••••. , .... , ••• 20,0 fl 
Glucose , .•....•••. , . . . . . . . . . 5 ,O g 

Chlorure de sodium •..•..•... 5,0 g 

:~onohydrogl!no-phosphate de 
potossiull' . .. .. • .. .. . .. . .. .. 2,7 r. 
Dihydrop4no-phosphate de potas-
sium .. . . .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. 2,7 g 

l'cptone 
Extra it 
<Hucose 

..................... 
de levurc , ........ . 
...................... 

I !onohydropl!no phosphate cle 
rotossium .........•.......•. 
Azide de sodium •......••.•. 
Anor , . ; ........•...•••... , . 

20,0 p 

5,0 !J 

7 ,o fl 

4,0 g 

0,4 <J 
10,0 g 

Azide do sodium .... .•...... 0,2 g i:ou dist1114e ............. . 000 ml 
Eau distill6e ...... , ...... 1 000. Ml 

r'rt'-r~rotion 
l'rt!paratlon 

PPser, scion les indications du fa-
hricant ~u milieu deshydrnt4, la 
auantit~ n4cessaire pour un volume 
donn4 de milieu simple ou de milJeu 
double ou les quantit4s des diff4-
rents inqr~dients composant le mi-
lieu. 

- Peser la quantit~ du milieu d4shy-
drott! Jndiqu~e por le fobricant ou 
les quontit4s des diff4rents in9r4-
dlents composant le milieu 

- Dissoudre dons l 'eau par chouffoge 
doux 

- St4riliser pendant 20 min b l'outoc-
love b l 20°C - Chauffer doucement jusqu'b la dis-

solution c~mpl~te du milieu. 
Dlssoudre dons l'eau par chauffage 
doux. 

- Refroidir ~ 45 - 50°~ 

- Ajouter 10 ml d'u'ne solution sU-
rile de chlorure de 2-3-5 triphenyl 
tctrozolium (T.T.C) b 1 ft, st4rili-
st'-e par f iltrotion. 

R4partir par portions de 10 ml dons 
des tubes de 160 >< 16 mm (ou 180 >< 

18 mm) pour le milieu simple et dons 
des tubes de 220 x 22 mm pour le 
milieu dovble. 

- Bien homog~n;iser et distribuer dons 
des boites de P4tri st4riles de 55 -
60 mm de dlom~tre b raison d'ou 
moins 5 ml de milieu par boite. - St4riliser pendant 20 min b !'autoc-

lave b 120°C. le pH du milieu dolt etre de 7,7. + 
0, 7. le pH du milieu doit etre de 7,0 + 

o, 2. 
Milieu de litskY-

Composition 

Peptonc .. , , ..... , .... , .• , , 7.0,0 g 

Glucose ....•. , . , .. , .. , , . , . 5,0 p 
Chlorure de sodium ........ 5,0 g 
t1'nohydrog4no phosphate de 
potassium .. .. . • .. .. . .. .. . 2, 7 g 

DihydroflAno phosphate de po-
tassium .. . .. • . • . .. . .. . .. . 2,7 g 
Azida de sodium .... ..••... 0,~ g 

Ethyl violet ............. 0,00083 g 

Eau dis+.ill4e ........... 1 OOC Ml 

Prtp:or"tlon 

- Poser lo quontitt! du milieu dcshydro-
t4 i~~iqu4e par lo fobricont ou les 
qunntit4s des diff4rents inor~dients 

co~ro~ant le "'ilJeu. 

- Dissoudre dons l'eou par chauffa-
fle doux. 

- R4port!r par portion de 10 ml envi-
ron dons 1es tubes de i&o x 16 mm 
(ou leo x ·10 mm). 

- St4riliser pendant 20 min. b l'a\J:I. · 
toclave b 12o0 c. 
le pH du milieu doit etre de 7,2 
±. a, 2. 



Trypticase Soy. broth (TS B) 

Composition 

- Tryptone ,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 17,0 g 
- Soytone ............... , .. .. 3,0 g 

Dextrose ................... 
- Chlorure de sodium .•.••..•. 
- K2 HPo4 ................. .. 
- Eau distill~e ............ , 

2,5 g 

5,0 g 

2, 5 11 

000 ml 
Chouffet et aoiter jusqu 1b la disso-
lution compl~te .. 

- Ajouter 10 % (W/V) de glyc6rine) 
- Distribuer des quontit6s selon le 

be so in-. 

- St~rii!ser b l'out~ciove a 120°C pen-
dant 15 rnin. 

'· Le pH doit etre de 7,3 
(ajuster si n~cessoire par NaOH ou 
HCl O, 1 N), 

~rydtlc~~~· So~. anot (~S A) 

CornpohHibM 

Tryptbhe ....... , 1, ... : ...... 15,0g 
Soytonll , 1 , •••••• , • • • • • • • • • • 5 ,Og 
Chlorure de sodium ,,,,,,,.. 5,0g 
Agor .... , .. • • . .. .. .. . .. . .. 15,0p 
Eau distill~e , ,,, ,,,,,,,, 1000 ml 

Pr11porotion 

-Chauffer doucement jusqu'b lo dis-
solution compl~te du milieu 

- Ajustor le pH b 7,3 
- Rt1portir par portfon de S b 0 ml 

dons des tubes de 160 x 16 mm. 

- St6riliser b l'outoclove b 12ifE~ 
pendant 1' min. 

-'$?1>-
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Modified trypticase Soy aper 
(.,TSA). 

Composition 

AU< ingr~dients de TSB 1 ojouter 

Sr (No 3) 2 ................. , 0,2°1 g 

NHA (No3 ) • , , , , , • , • , , , , , , , , 1, 60 g 

- t\11or , • .. .. .. • .. • .. .. .. .. .. 1.5 g 

Prt§porotion 

- Chouffer doucement jusqu'b la disso-
lution compl!te des ingr~dients 

- Verifier le pH ( il dolt etre de 7,3) 
- Distribuer dons des tubes b essoi 

ovec bouchon b vis 
- Autoclover b l20°C pendant 15 min, 

2,3, 5 - Triphenyl - Tetrozolium chlo-
ride 

~ (W/V) dons l'~thanol, ojouter au 
milieu MTSA b lo temp6rature de 45 - 46°C. Lo solution 
est pr6por6e cheque semoine, 

Modified Nutrient Ai!.ar (MNA) - 5.5 mL per 16 x 125 nun tube, stt-rile, 
formulated a5 follo~s: 

Nutrient agar, dehydrated 
NutricQt llroth 
Sr\NOJJ2 
Nll11 NO) 
NaCl 
Water 

2).0 g 
o.o g 
0. 2) g 

I. 76 g 

5 '0 g 

to i L 
Sterili•ed by autoclave at 15 psig for 15 minutes. 



R~octifs de la coloration de Grom 

Solution n° 1 colorant 
Solution A : 

- - C-;ystol violet (contenant 90 % du colo-

2,0 ront ) • • · · · · · · • · • · • · · • · · · · • · · · · · · · 2~'~19 Ethanol 95 % ···················· 

Solution B : 
- - - ~xalate d' ammonium monohydrot~ • .. 0 ,8 g 

· 80 ml 
Eou distill~e q.s.p ·······•······ 

~~lonper les deux solutions A et B. Atten-
dre 24 heures et filtrer sur papier avant emplai pour lo 

colorotian cc Grom. 
Solution No 2 : Solution de mordon~o~e 

lade cristol1s~ ················ 
Iodure de potassium ············ 
Eou distill~e q.S.p ············ 

1,0 g 

2,0 g 

300 ml 

Dissoudre l'iodure de patossium dons un 
peu d'eou distill~e. 

en •uite, l'iode dons la solu-- Dissaudre J 

tion d'iodure de potessium obtenue et 
campl•ter b 300 ml ovec de l'eau ~istil-
l~e. 

le r ~actif dons un flocon brun. - Conserver " 
Jeter lo solution d~s que son aspect 
char.pc. 

So.lution no 3 , D6coloront 

- Etf;n,-,ol 95 % 

ANNEXE 4 

2 a 3s. 

Coloration de Gram 

- A !'aide d'une anse sterilisee au bee 
a qoz, faire le prel~ve"ment d'une co-
lonie pure, opr~s isolement. 

Etoler la population bacterienne prele-
vee dons une goutte d'eou distillee sur 
une lame propre puis secher tr~s douce-
ment au bee q gaz. 

- Verser sur le frottis seche et fixe une 
quantite de la solution n°1 juste suf-
fisante pour le recouvrir. Laisser en 
cohtoct pendant une minute tout en im-
primant le legers mouvements de boscu-
lement a lo lame. 

- Rejeter le colorant n° 1 et le remplo-
cer par lo solution n° 2. Laisser en 
contact 15 a 20 s. 

Rejeter et remplacer par la rneme solu-
tion pour la meme duree. 

- D~colorer au moyen de r~octif n° 3. 
trreter !'operation lorsque lo solution 
de rin~aqe devient incolore. 

- Lover ropidement o l'eau courcnte. 

Recolorer au moyen de lo solution n° 4 
selon lo methode exposee ci-dessus pour 
lo coloration per la solution n° 1. 

Le temps de contact ovec le colorant est de 

- Laver a l'eou courante 

- Secher entre 2 papier buvord 

- Lecture : - Les bacteries colorees en violet 
fonc~ sont des ~+ 

- Les bact~ries colorees en rose ou 
rouge pole sont des ~-

I u.; 
& 
I 



ANNEXE 5 

1 
Note technique du tc5tJM'VJC 

Les milieux d'isolement 5ont toujours uti-
lis~s en boite de P6tri. Apr~s ovolr ~t~ coul~s et solid1fi~s 
leur surface est s~ch~e en loissont les boites entr'ou~crtcs 
b l'~tuve pendont 15 minutes. L'ensemencement est effcctu~ 
soipneusement de moni~re b obtenir le plus prond nombre pos-
sible ~e colonies hien lsol~es. 

1) Rechetche de l'indole. 

~ou pepton~e ou milieu "ur~e-indole 11 

R~octif de Kovacs : 

Porodim~thylomino-benzold~hyde 5 
Alcool omylique . "f• •••••••••••••••••••• 75 ml 
HCI pur ............................... 25 ml 

Dlssoudre l'old~hyde dons l'olcool au boln-
morie b 60°. Refroidir et ajoutcr l'acide qoutte b gouttc. 

Cc r~octif prcnd une teinte rouge quond on en 
ajoutd quelques ~outtc5 a un milieu contenant de l'indolc. 

L'indole est form~ b partir du tryptophane. · 

2) µ!lieu de Clark et Lubs (R.M. v. p.). 

Formule 

Peplone trypslque de viande . . . . . . . . . 5 g 
Phosphate birotassique .............. 5 9 

Glucose .. , . . . . • • . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 q 
Eau dis ti 116 e . . . . . . . . . . . . . . . • . . . . . 1000 m 1 

a) M~thode classique : 

Ensemencer 5 ml de niilieu et incubcr ~ 

37°C et si n~cessoire, poralHlenient o 22°C. 

1) R~action du roupe de m6thyle (R.~.) : 
opr~s 2 jours d'incubotion, pr~lever environ 2 ml du milieu 
et le iransvaser dons un autre tube. 'on y verse une o dcux 
pouttes d'une solutioh b 0,5 q pour 100 de rouqe de m~thyle 
dons 1 1alcool b 60°, Si le milieu prend une tcinte rouae 
franc, la r~dction est positive. ~lle est n~gotive si la 
teinte est jaune. 

2) R6act1an de Voqes-Proskauer (V.P.) techni-
que de Barritt : apr~s 2 jours d'incubation, l ml de milieu 
de Clark et Luhs est additionn~ de 0,5 ml d'une solution a 
6 % d'alpha-nophtol dons l'alcool a 90° (r6actif o conser-
ver b l'obscurit~) et de 0,5 ml de soude coustiquP. ~ 16 % 
dons l 'eau dtst•i'll6e. On ar,ite et on abondonnc pendont 15 
niinut~s. Si lo souche 6tudi6e propu!t de l'ac~tyl-m6thyl­

~Qrblno1, £1 10 produi\ vne tein\e rouge qu1 opparolt a lo 
surface du ~!lieu. 
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b) Methode rapide. 

-16-

Rdpartir 0,5 ml de milieu de Clark ct Lubs 
dans ~n tube 22 x22n wm et 0,5 ml dons un tuhc 11 x 110 mm, 
Ensem6ncer avec une ~outte de suspension une eau physiolop 
gique titrant environ ~no millions par ml. Aprbs 18 h 
d'incubation rajouter dans le tube de 11 mm une goutte de 
solutlon de rouqe de m~thyle. Faire la lecture du R.~. 
~jouter dans. le tu~e de 22 mm 0,5 ml de solution d'olpha-
baphtol et O,ff ml de lo solution de soude. Porter a 1 '6bul-
litioh, Retircr ·de la flamme et agiter 1 minute. VP + : 
colorbtion rouoe franc. 

3) Milieu synth~tique au citrate de Simmons. 

Formule : 

Chlorure de sodium •......•........ 
Sulfate de magn6sium .............• 
Phosphate monoommonique .......... . 
Phosphdte bipotassique ...... , , .. . 
Citrate de sodium , , , . , ........ , .. 
Pleu de hro~othymol .•... , ....... . 
~~lose .•....••... ~ ..• • · · • · · • · · · • 
Eau distill~e ........ , ......... . 
pH 7. 

5 g 

0, 2 g 

1 g 

5 g 
0,08 !J 

20 g 

1 000 ml 

Dans cc milieu synth~tique, la source 
d'azota. est constitu6e par le phosphate d'ammonium et la 
soJUrce de carbdne par le citrate de, sodium. Seuls les qermes 
capables d'utiliser le citrate de sodium comme unique source 
corboh~e c~ltiveront sur ce milieu, avec alcalinisotion pour 
les Ent6robactdtfo~. 

Ce milieu doit etre ensemenc~ a portir 
d'une culture pr~lev~e sur milieu p~los~. En aucun cas oa ne 
se servira d'una culture en bouillon ou en eou pepton~e qui 
apporteroit avec les r,ermes des ~16ments nutritifs suscepti-
bles de fousser le~ r~sultats. L'ensemencement sera foit en 
surface par une strie lon~itudinale et le milieu port~ a 
l 'Huve a 37° C. 

Les sermes "citrate positifs" y donnent 
une cuiture abondante avec, en p~n~ral, bleuissement du 
milieu, Les permes "citrate n6natifs" ne donnent aucune cul-
ture m~me apr~s plusieurs jours d'~tuve. 

Cette recherche de l'utilisotion du citrate 
comme ~eule source de carhonc sur milieu de Simmons ne dolt 
pas ette confondue ovec celle de lo fermentation du citrate 
en mil!eu complexe de Christensen. 



Milieu d~ Kliger 

ANNEXE 5 
3 

-:r-t--

extrnit de viande de ba:uf.. . . . . . . . . . . . . . . . . . 3 g 
ext rliit de lcvure . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3 g 
pcpione pancrcatique de cascine . . . . . . . . . . . . . 20 g 
chlorure de sodium . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 g 
lactose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . • . . . . . . . . . IO g 
glucbsc................................... I g 
1ulrl11e ferreux ammoniacal.. . . . . . . . . . . . . . . . . 0,5 g 
tliiofolrate de sodium (NalS10 3• 5 HlO) . . . . . . . 0,5 g 
rouge de phenol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . • . . . . . 0,025 g 
gelosc.................................... 12 a 18 g 
cau.ilistillec : . ........................ q.s.p. I 000 ml 

Dissoudre k~ composants dans l'eau a !'ebullition. Ajuster le pH a 7,4. Rcpartir le 
milieu dans des tubes de 16 mm x 160 mm, a raison de 5 a 8 ml par tube. Steriliser a 
l'autoclave i 115 •c pendant 20 mn. Laisser refroidir lcs tubes en position inclinec de 
ra~on a obtcnir un culot de 2,5 cm de profondeur. 

lcxbtaA'.t du doeum~nt F 286/5) 

~lose nutritive 

Pep tone , , , , , • , , , , . , .. , , ... 
Extroit de vlande ••••••••• 
Extroit de levure ••••••••• 
Chlorurc de socium .•..•.••. 
(>.Clar - /'nor .... 1 .......... 

Eau distill6e •••••• 1 •••••• 

Pr~pal'ation 

5,0 
1,0 
:>,O 
5·,0 

15,0 
1000 

f' 

!1 

fl 
g 

g 
ml 

- Peser la quantit~ du milieu deshydra-
t6 indiqu~e par le fobricant ou los 
inqr6dients comoosant l~ milieu, 

- Dissoudre dons 1 1eau b 1 1 6bullition. 
- St~rillser pendant 20 min b l'auto-

clavP. b 120°C. 

- R6partir oar portion de 15 ml envi-
ron dons des tubes 180 x 1~ mm et 
couler en boites de P6trie st6riles 
de 90 - 100 mm de diarnbtre au moment 
de l'e111ploi. 

Le pH du milieu doit etre de 7,0 + 
o, 2. 

G6losc lactos6e b l'~osine et cu bleu 
9..e r.i6thyHne (F. ,M. B.) 

Composition 

Peptone de viande ••••.••....• 10,0g 
~onohydrog~no-phosphate de potas-
sium . , ....•..•••. .' •.•.•... ,,. 2,011 

Lactose .............. ,. .... .. 10,0ri 
Eosine .. , .. .. .. .. .. .. .. .. .. • O,Aq 
Oleu de mfthyl~ne ••••.••••••.• 0,065 g 
A!lar - Agar • .. • .. .. .. .. .. .. • 15,0q 
Eau distill~e • , ••• , , . , • , , . • . • lOOOml 

Pr6paration 

- Peser la quantit~ du milieu deshydrat~ 
indiqu~e par le fabricant ou les quan-
tit~s des diff~rents inqr6dients com-
posant le milieu, 

- rissoudre dons l'eau b l'~bullition 

- St~rlliser pendant 20 min b l'autoclave 
b 12o•c. 

- R~p~rtlr par pbr~ion de 15 ml environ 
dons des tubes 180 x 1~ r.im et couler en 
boites de P~tri st~rilcs do 90-100 mm 
de dla~~tre au moment de l'cmploi, 

Le rH du milieu dolt etro de 7,0 ~n,2. 
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