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AVANT-PROPOS

Le présent polycopie pédagogique intitulé « Techniques de contréle microbiologique
des aliments » a été élaboré dans le cadre de I’enseignement visant a former les étudiants aux

méthodes de contrdle de la qualité microbiologique des aliments et des surfaces.

L’évolution constante des exigences en matiere de sécurité alimentaire et la diversité des
matrices alimentaires nécessitent une maitrise précise des méthodes microbiologiques, tant

pour la protection du consommateur que pour le respect des normes en vigueur.

Ce polycopié a pour objectif de fournir aux étudiants les connaissances théoriques et
pratiques indispensables a I’évaluation de la qualité microbiologique des aliments, ainsi que la

mise en ceuvre correcte des protocoles normalisés.

Les prérequis recommandés pour une bonne compréhension de cette matiére incluent des
notions de biochimie générale et structurale, permettant de mieux appréhender les
mécanismes biologiques des micro-organismes et leur interaction avec 1’environnement

alimentaire.

Le contenu de ce polycopi¢ couvre I’ensemble des techniques de controle
microbiologique, allant de I’évaluation des surfaces et contacts alimentaires a I’identification
et au dénombrement des principales familles de micro-organismes présentes dans les
aliments, conformément aux normes francaises et internationales (NF 1SO, NF V, EN ISO,

BKR). Parmi les sujets abordés, on retrouve :
« Le contrdle microbiologique des surfaces par boite contact et écouvillons.

o Le dénombrement des microorganismes aerobies, de la flore lactique, des levures et
moisissures, des coliformes, d’Escherichia coli, des Entérobactéries et des

staphylocoques coagulase positive.

e La recherche et I’identification de Salmonelles selon les méthodes classiques et

rapides.

e Le dénombrement de micro-organismes spécifiques tels que Clostridium perfringens,

Bacillus cereus et les anaérobies sulfito-réducteurs.



Ce polycopié se veut un outil pédagogique pratique et synthétique, permettant aux
étudiants de développer une compréhension compléte et appliquée des techniques de contrdle
microbiologique, tout en facilitant 1’acquisition de compétences professionnelles dans le

domaine de la sécurité alimentaire.
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Introduction général

La qualité microbiologique des aliments est un enjeu majeur pour la sécurité sanitaire, la
santé publique et la confiance des consommateurs. Les aliments peuvent étre contaminés par
une grande diversité de micro-organismes, certains inoffensifs, d’autres pathogénes, pouvant
provoquer intoxications ou maladies d’origine alimentaire (ICMSF, 2020; Jay, Loessner &
Golden, 2005).

Le controle microbiologique des aliments permet d’évaluer leur sécurité et leur qualité, de
détecter la présence de micro-organismes indésirables, et de prévenir les risques sanitaires. Il
constitue également un outil essentiel pour 1’industrie alimentaire afin d’assurer la conformité
aux normes nationales et internationales et d’optimiser les procédés de production et de

conservation (FDA, 2021; 1SO 4833-1, 2017).

Ce cours a pour objectif de présenter aux étudiants les principes et méthodes de contréle
microbiologique appliqués aux aliments et aux surfaces en contact avec ceux-ci. Il couvre a la
fois les méthodes de dénombrement des micro-organismes, la recherche de bactéries
pathogénes comme Salmonelles, et le suivi de micro-organismes indicateurs tels que les
coliformes ou la flore lactique. Les techniques abordées reposent sur les normes reconnues
(NF, I1SO, BKR) et combinent rigueur scientifique et application pratique (NF \V08-
059,2010 ; NF ISO 4833, 2013 ; BKR 23/04-12/06, 2006).

A Dlissue de ce cours, I’étudiant sera capable de mettre en ceuvre des analyses
microbiologiques fiables, d’interpréter les résultats et de contribuer au maintien de la sécurité
et de la qualité des aliments, en respectant les bonnes pratiques de laboratoire et les
réglementations en vigueur (Jay et al., 2005; ICMSF, 2020).
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. Généralités sur contr6le microbiologique des aliments
I.1. Introduction

Le contrble de la qualité des aliments est un fondement de la slreté sanitaire et de
nutrition. Il fait référence a toutes les méthodes, normes et procédures utilisées pour évaluer si
un aliment répond a des normes d’hygi¢ne, de composition et de conservation acceptables ou
non. Ceci est non seulement utilisé pour protéger les consommateurs des risques biologiques,
chimiques et physiques, mais également pour régler la fréquence et la quantité de production
et de compétitivit¢ sur le marché en tant qu’aliment, en raison du risque que certains

contaminants puissent attaquer la sécurité et la qualité de ses produits.

L’objectif du contréle microbiologique des aliments est de déterminer 1’absence de
toute toxicité, de tout micro-organisme pouvant entrainer la pathologie, de tout micro-
organisme de ’altération dans un produit alimentaire. Il est réalisé a la demande des autorités,
du législateur, des industriels ou de la restauration collective. 1l Consiste a mesurer la charge
microbienne en unité formant colonie UFC d’un produit et de comparer les résultats aux

seuils réglementaires en vigueur.

> Qualité: ensemble des caractéristiques d’un produit ou service qui va déterminer leur
aptitude a satisfaire des besoins explicites ou implicites (1SO9000, 2015a).

» AFNOR : (Association Francaise de Normalisation) organisme officiel francais en charge
de 1’élaboration, homologation et diffusion des normes nationales et internationales
(AFNOR, 2020).

> Sécurité: état dans lequel les risques physiques, chimiques et biologiques sont bien
maitrisés permettant la protection. Dans le domaine alimentaire, il s’agit de la qualité
hygiénique, qui assure 1’absence du produit fini de microorganismes pathogénes ou de
leurs toxines (Codex 2020 ; 1SO22000, 2018 ; WHO, 2022)

» Santé: selon I’OMS, la santé est un état de complet bien-étre physique, mental et social.
Sur le plan nutritionnel, 1’aliment fournisse les nutriments essentiels (lipides, glucides,
protides), les micronutriments (vitamines, minéraux, fibres, polyphénols, oligo-éléments)
ainsi que, le cas échéant, des composants bénéfiques tels que les probiotiques ou les
aliments fonctionnels (WHO, 2022)
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» Saveur: ensemble des sensations gustatives pergues lors de I’ingestion d’un aliment. C’est
une qualité organoleptique goQt, odeur, couleur etc., qui est mesurée par un panel
d’appareils récepteurs (Kilcast, 2013; Lawless & Heymann, 2010).

» Qualité d’usage: dimension pratiqgue du produit qui se rapporte a sa disponibilité,
commodité de préparation, capacité de stockage et accessibilité économique. Un aliment
peut étre trés sain et nutritif, mais sa qualité d’usage est limitée si, pour prendre lui-méme
ou s’il cotite inappropriées (AFNOR, 2004 ; 1SO9001, 2015b).

» Normes ISO: normes internationales élaborées par 1’Organisation internationales

d’analyse, normalisation, et élaboration de normes (1SO, 2022).
I. 2. Paramétres a controler
Le contr6le microbiologique en industrie agroalimentaire est effectué au niveau de:
- La matiere premicre: elle doit étre analysée avant son admission dans 1’usine;

- L’eau utilisée pour le lavage et la transformation des produits: elle doit étre potable méme

pour le nettoyage des locaux, des ustensiles et de 1’usine de fabrication;

- Les surfaces des locaux d’ustensiles engagées dans le processus de stockage, découpe ou

tout autre processus de transformation;

- L’air ambiant des ateliers de transformation, des zones de traitement, et des hangars de

stockages (environnement, personnel, surface, matériels);

- Le personnel de 1’unité: depuis la réception des matieres premieres jusqu’au stockage du

produit fini;

- Le matériel de conditionnement et d’emballage pour le transport et la commercialisation
(Codex, 2020).

I. 3. Facteurs de controles des micro-organismes

Les facteurs qui contr6le genéralement la prolifération des microorganismes et doivent

étre contr6lé sont résumé dans le tableau suivants (Jay et al., 2005) :

Tableau 1. Facteurs de contrdle pour la prolifération des microorganismes

Facteurs intrinseques

pH Ph faible favorise le développement des levures et de
moisissures
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pH neutre favorisé les bactéries
pH alcalin favorisé les bactéries

AW Facteurs trés important, favorise la prolifération des
microorganismes
Potentiel Aérobie strictes : se développe en présence d’O2
d’oxydoréduction Aérobie facultative : peuvent se développe en présence et en
absence d’02
Anaérobie strictes : se développe en absence d’O2
Structure physique de | Certaines pelures des aliments agissent comme des barrieres
I’aliment

Broyage et hachage des aliments augmentent le risque des
microorganismes

Présence de substance

inhibitrice

Inhibe la croissance des microorganismes, ex : 1’allicine
dans 1’ail qui posséde des propriétés antimicrobiennes

Facteurs extrinséques

Humidité

Favorise la croissance et la multiplication des

Température

Psychotrope et psychrophile (0°C a 20°C)
Mésophile (20°C a 45°C)
Thermophile (45°C & 65°C)

Présence de gaz

Présence en acces de CO2 abaisse le pH ce qui réduit la
libération des agents antimicrobiens

I. 4. Principaux groupe microbiens d’altération alimentaire

Microorganismes utiles : sont bénéfiques et utilisés dans la fabrication de l'alimentation

(pain, yaourt) pour des propriétés organoleptique (ex : levures, bactéries lactiques).

Microorganismes d’altération : modifient I'aspect, l'odeur et le godt des aliments, les

rendant impropres a la consommation (ex: Pseudomonas, moisissures).

Microorganismes indicateurs d’hygiéne : signalent une mauvaise hygiéne ainsi que le

degré de contamination de 1’aliment (ex: coliformes, entérobactéries).

Microorganismes pathogenes : sont nocifs, provoquant des maladies chez I'homme, les

animaux ou les plantes (ex: Salmonella, virus) (Doyle et al., 1013).

Les aliments altérés vont subir des transformations qui se traduisent par :
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« Modification des qualités organoleptiques (godt, odeur, aspect)

o Perte des qualités nutritionnelles (aliments moins digestes, moins riches en vitamines

et minéraux)

o Perte des qualités sanitaires, avec un aliment présentant des risques pour la santé (Jay
et al., 2005)

I1. Dénombrement de la flore totale (ISO 18593:2018)

Le contréle microbiologique des surfaces en contact avec les aliments vise & garantir a
la fois la qualité hygiénique et la qualité technologique des produits. Tout d’abord, la qualité
hygiénique signifie 1’absence de micro-organismes pathogenes qui peuvent étre dangereux
pour les consommateurs. En outre, la qualité technologique est 1’absence de microflores
altérée responsables de modifications organoleptiques ou de la dégradation des aliments et
permet de garantir la marchandise en bon état (Doyle et al., 1013).

La norme 1SO 18593 décrit des méthodes horizontales de prélévement sur surfaces
(boites de contact, écouvillons, éponges, lingettes) dans I’environnement de la chaine
alimentaire pour détecter et/ou dénombrer des microorganismes cultivables (bactéries,
levures, moisissures). Elle précise notamment: les principes, le choix des points/aire et
moment de prélevement, matériel requis, procédures de prélévement, transport des

échantillons, analyses microbiologiques et expression des résultats (1ISO 18593, 2018).
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NORME ISO
INTERNATIONALE 18593

Deuxiéme édition
2018-06

Microbiologie de la chaine
alimentaire — Méthodes horizontales
pour les préléevements de surface

Microbiology of the food chain — Horizontal methods for surface
sampling

Figure 1. Présentation officielle de la norme 1SO 18593:2018 (ISO 18593, 2018)

11.1. Principe général

Elle permet d’évaluer la contamination microbiologique des surfaces a contact direct ou

indirect des aliments équipements, plans de travail, convoyeurs, gants,..Etc.

L’objectif : dispose de prélévements comparables dans le temps, a des fins de surveillance
hygiénique, vérification du nettoyage-désinfection ou suivi de microorganismes pathogenes

ou indicateurs bactéries, levures, moisissures.
11.1.1. Choix des surfaces

La norme recommande une approche basée sur le risque. Cela consiste a choisir les
points a échantillonner en ciblant notamment les zones humides, difficiles a nettoyer, recoins
ou surfaces ou des débris alimentaires peuvent s’accumuler. Les surfaces cibles peuvent étre
soit visuellement propres ou sales. La présence de zones difficiles d’acces rouleaux creux,
joints, cavités est également un point caractéristique de préférence d’échantillonnage. Le
moment du prélévement avant production, en cours de production, apres nettoyage-
désinfection et la fréquence sont définis en fonction de 1’objectif validation, routine,

investigation d’un probleme.
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11.1.2. Matériels et dispositifs de préléevement
ISO 18593:2018 couvre quatre grandes familles d’outils:

« Boites de contact (contact plates) pour des surfaces planes, généralement sur une zone

standardisée (environ 25 cm?), avec un milieu gélosé convexe.

« Ecouvillons sur support rigide (stick swabs) pour des petites zones ou des zones

difficiles d’accés, utilisés secs ou humidifiés selon que la surface est humide ou séche.

« Eponges et lingettes/cloths pour de grandes surfaces, souvent pré-humidifiées dans un
diluant approprié (ex.. eau peptonée tamponnée), parfois avec neutralisants de
désinfectants (1SO18593, 2018).

La norme précise le recours a des diluants conformes a 1ISO 7218 et ISO 11133, ainsi que
I’'usage éventuel de neutralisants listés en annexe pour inactiver les résidus de désinfectants

lors du prélévement.
11.2. Contrdle microbiologique des surfaces sur boite contact (flore totale)

Est une méthode utilisée pour le controle microbiologique des surfaces est 1’utilisation
de boites contact. Il s’agit d’une manicre simple d’évaluer la charge microbienne totale des
plans de travail, du matériel ou de I’équipement de production. Cette méthode est couramment
invoquée dans les industries agroalimentaires, pharmaceutiques et hospitalieres. Il sert a
confirmer que le nettoyage et la désinfection sont efficaces (1SO18593, 2018 ; Jay et al.,
2005).

11.2.1. Procédure de prélevement sur surface

Pour les boites de contact, la surface de gélose est appliquée sur la surface a analyser
avec une pression contr6lée, maintenue quelques secondes, puis la boite est refermée et

incubée ultérieurement.
11.2.2. Stockage, transport et analyse

Une fois prélevés, les échantillons doivent étre conservés au froid et acheminés
rapidement au laboratoire pour prévenir la prolifération ou la mort des microorganismes d’ici
a I’analyse.

Les boites de contact sont incubées directement dans le laboratoire, pour ensuite étre analysés

en fonction des normes de qualité sanitaires fixées a ’encontre de la Listeria, Salmonella,



Cours de Techniques de controle

: . . . : Dr. HADEF. KH.Z
microbiologiques alimentaire

flores totales, etc. Les résultats peuvent alors étre exprimés en UFC par unité de surface (par
exemple UFC/cm?) ou rapportés a la zone prélevée, selon la technique utilisée (1SO18593,
2018).

11.2.3. Utilisation typique en pratique

En pratique, pour un plan de surveillance environnementale d’atelier, on définit une liste de
surfaces a haut risque, le type d’outil boite de contact pour chaque surface, la taille de la zone
a prélever et la fréquence (jour, semaine, mois), en se basant sur 1ISO 18593:2018. Les

résultats servent a:
e Vérifier I’efficacité des procédures de nettoyage/désinfection.

o Détecter des niches de contamination ou la présence persistante de pathogenes
(1S0O18593, 2018).

11.3. Contrdles microbiologiques des surfaces par écouvillons (flore totale)

Une autre méthode utilisée pour le contréle microbiologique des surfaces est

’utilisation d’écouvillons.
11.3. 1. Procédure de prélévement sur surface

En général, il faut connaitre la surface exacte, et i faut frottée de maniere systématique
pour couvrir toute la zone. Cette norme implique également de standardiser le mouvement
aller-retour et perpendiculaire et la pression pour optimiser la récupération, en changeant de

face d’éponge ou en tournant 1’écouvillon.
11.3.2. Stockage, transport et analyse

Une fois prélevés, les échantillons doivent étre conservés au froid et acheminés
rapidement au laboratoire pour prévenir la prolifération ou la mort des microorganismes d’ici

a I’analyse.

Les écouvillons sont homogénéisés dans un volume déterminé de diluant, pour ensuite étre
analysés en fonction des normes de qualité sanitaires fixées a I’encontre de la Listeria,
Salmonella, flores totales, etc. Les résultats peuvent alors étre exprimés en UFC par unité de
surface (par exemple UFC/cm2) ou rapportés a la zone prélevée, selon la technique utilisée.
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11.3.3. Utilisation typique en pratique

En pratique, pour un plan de surveillance environnementale d’atelier, on définit une liste
de surfaces a haut risque, le type d’outil écouvillon pour chaque surface, la taille de la zone a
prélever et la fréquence (jour, semaine, mois), en se basant sur ISO 18593:2018. Les résultats

servent a:
o Vérifier efficacité des procédures de nettoyage/désinfection.

o Détecter des niches de contamination ou la présence persistante de pathogénes
(1SO18593, 2018).
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INTERNATIONAL 1ISO
STANDARD ISO 18593 2018
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mothods for surfocao sormpling

-

Sélection de Ia surface
(matériel, sol, plan de travail, mur, etec.)
¥
Echantillonnage
zone deéfinie (ex. 100 cm?)

Techniques de prélévement

Boite de contact Ecouvillon Eponge ou chiffon

¥

. Préparation / transport des échantillons |

!

' Analyse microbiologique (culture,
1 déenombrement)

Iy

Lecture des resultats | I oo
flore totale, levures/ moisissures, pathogénes, ete. ‘ . e
Interprétation ‘

[ Risques de contamination I I Contamination ]
& DANGER

Figure 2. Présentation schématique de I’'ISO 18593, 2018 (Photo originale)

Pour conclure le contréle microbiologique des surfaces consiste a détecter, isoler et
quantifier les micro-organismes viables présents. Comme déja dit precédemment deux grands
types de germes sont recherché dans les aliments : les germes indicateurs de contamination et les

germes pathogénes. Donc ’objectif principal est de :

» Vérifier I’hygiéne et la salubrité des environnements de travail (agroalimentaire, médical,

pharmaceutique).
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> Evaluer la flore totale aérobie cultivable (micro-organismes viables et détachables).

» Contribuer & une démarche qualité et a la maitrise des risques microbiologiques.

11
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I11. Dénombrement des microorganismes aerobies 30°C (NF EN 1SO 4833)

C’est une méthode normalisée de denombrement des microorganismes aérobies
revivifiables a 30°C qui permet d’estimer la charge microbienne totale d’un aliment ou d’un
¢chantillon environnemental. Cette technique repose sur I’ensemencement en profondeur sur
un milieu gélosé approprié, suivi d’une incubation a 30°C sur milieu PCA pendant 72 heures.
Elle est utilisée comme indicateur global de I’hygiéne, de la qualité microbiologique et de
I’efficacité des procédures de nettoyage dans les industries agroalimentaires (1SO4833,
2013a ; 2013b). Cette premiere édition, conjointement avec 1’ISO 4833-2 (2013), annule et
remplace I’ISO 4833:2003.

L’ISO 4833 comprennent les parties suivantes, presentées sous le titre général
Microbiologie de la chaine alimentaire, Méthode horizontale pour le dénombrement des

micro-organismes:

- Partie 1: Comptage des colonies a 30 °C par la technique d’ensemencement en profondeur
- Partie 2: Comptage des colonies a 30 °C par la technique d’ensemencement en surface

(tableau 2).

NORME ISO

NORME IS0 |NTERNATIONALE ~ 4833-2

INTERNATIONALE  4833-1

Preasitre éditior
Promidre 63%i00 20130901
20030901

Microbiologie de la chaine Microbiologie de la chaine
alimentaire — Méthode horizontale alimentaire — Méthode horizontale
pour le dénombrement des micro- pour le dénombrement des micro-
organismes — organismes —

Partie 1: Partie 2:

Comptage des colonies a 30 °C par Comptage des colonies a 30 °C par
Ia technique d’ensemencement en la technique d'ensemencement en
proforidenr surface

Microbiology of the food chatn ~ Nortzoatal method for the
eaumerction of microargankms —

Pert 1: Coloay count a¢ 30 °C by the pour plote techalque

Figure 3. Présentation officielle de la norme ISO 4833:2013 partie 1 et 2 (1SO 4833,
2013a ; 2013b)
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Tableau 2. Comparaison des Méthodes de Dénombrement Microbiologique selon les
Normes NF EN ISO 4833-1 et 4833-2 (1SO4833, 2013a ; 2013b)

Normes

NF EN ISO 4833-1:2013-Méthode
d’ensemencement en profondeur (30 °C)

NF EN ISO 4833-2:2013-Méthode
d’ensemencement en surface

Définition

Cette méthode décrit le dénombrement
des microorganismes aérobies
mésophiles a 30 °C en utilisant la
technique d’ensemencement en
profondeur (Plate Count Agar — PCA).

Cette méthode est une alternative plus
rapide et plus fiable pour certains
produits, basée sur un ensemencement en
surface.

Principes

-Un volume mesuré (1 mL) de
I’échantillon ou d’une de ses dilutions est
déposé au fond d’une boite de Pétri.

-Du milieu PCA fondu et refroidi a
environ 45 °C est versé avant de
mélanger.

-Les colonies se développent dans toute
I’épaisseur du milieu (surface +
profondeur).

-Incubation a 30 °C pendant 72 h.

-Les colonies sont comptées et exprimées
en UFC/g ou UFC/mL.

-Un volume mesuré (0,1 mL) de
1’échantillon ou d’une dilution est déposé
sur la surface d’un milieu PCA solidifié.

-L’échantillon est étalé a I’aide d’un
étaleur stérile pour assurer une bonne
répartition.

-Incubation a 30 °C pendant 72 h.

-Les colonies apparaissent uniguement
en surface, facilitant le comptage.

Avantages

-Adaptée aux produits contenant de
nombreux microorganismes.

-Colonie bien séparées dans 1’agar.

-Moins agressive les

microorganismes sensibles.

pour

-Colonies plus faciles a compter.

-Recommandée lorsque la méthode en
profondeur donne des résultats trop
élevés ou difficiles a lire.

Limites

-Stress  thermique possible lors du

mélange (45 °C).

-Plus long et moins adapté
microorganismes thermosensibles.

aux

-Volume ensemencé plus faible (0,1
mL), donc sensibilité plus faible pour les
échantillons peu contaminés.

13
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I11.1. Préparation des échantillons

Pour un échantillonnage solide il faut Peser 10 g d’échantillon et ajouter & 90 mL de
diluant (peptone saline ou eau peptonée). Bien homogénéiser et passé par des série de

dilution.

Pour un Echantillons liquides, on homogénéiser directement le prélévement déja trouvé dans
un liquide et on I'utilise tel quel comme dilution 10°, puis réaliser les dilutions décimales.
Préparer une série de tubes contenant chacun 9 mL de diluant stérile. Prélever 1 mL de la
dilution précédente — dilution 1072, 1073, etc (figure 2) (1SO4833, 2013a ; 2013b).

ﬁchnpﬁ.llpn
prepare l l

mi Oml 9ml Omil
O1mi /01tm/O01mi

=
€
t
o
-
B
‘_
]

Figure 4. Dénombrement des bactéries apreés dilutions et culture (Photo originale)

111.2. Ensemencement

Le comptage des colonies bactériennes peut se faire selon deux techniques principales :
I’ensemencement en surface et I’ensemencement en profondeur. Ces méthodes sont utilisées

pour déterminer la charge microbienne d’un échantillon alimentaire selon les normes 1SO,

notamment I'ISO 4833 (figue 3).

Pour chaque dilution on dépose 1 mL de 1’échantillon ou de la dilution choisie au centre d une
boite de Pétri vide. On ajouter 15-20 mL de PCA fondu (a 45 °C). On mélanger délicatement

14
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en effectuant des mouvements circulaires et on laisse solidifier. On peut appliquer
éventuellement une couche de recouvrement (overlay) avec 3-4 mL de PCA pour éviter le
desséchement. Et on incube les boites a I’envers a une tempeérature de 30 + 1 °C pendant 72
3 heures. La lecture se fait par comptage de colonies entre 15 a 300 colonies de deux boites

d’une méme dilution puis on calcule la moyenne (1SO4833, 2013a ; 2013b).
La formule utilisé pour calculer les résultats est UFC/g ou mL=N /VVxd Avec :
e N =nombre moyen de colonies
eV =volume ensemencé (1 mL)
« d = facteur de dilution

Le résultat est exprimé en UFC/g (solides) ou UFC/mL (liquides).

Etalement sur boite

Incubation

L'échantilion, ou sa dilution, Linoculum est étalé Résultat type pour les géloses
est placé a la surface sur 'ensemble de la surface ensemencées par étalement
du milieu g&osé de la boite de Petri & "aide

(0,1 mL ou maoins) d'un rateau de verre

Ensemencement en masse
Colomnes Colon
dans la g&lose en .:.,~1.|
Incubation \

== s

L'échantillon, ou sa dilution, Le malieu stérile est additionné Résultat type pour les gloses

est placé dans la boite de Petri et mélangé avec I'imoculum ENSEMEncees en masse

Figure 5. Comptage des colonies par ensemencement en surface en profondeur (1SO4833,
2013a ; 2013b)

En réalité, le choix entre les deux méthodes dépend de la nature de 1’échantillon et de
I’objectif du dénombrement. L’ensemencement en surface est privilégié lorsqu’un comptage
précis des colonies visibles est recherche, notamment pour les microorganismes sensibles a la
chaleur, car la technique ne nécessite aucune exposition thermique. A I’inverse,
I’ensemencement en profondeur est recommandé pour les échantillons présentant une charge

microbienne ¢€levée ou lorsqu’une sensibilité accrue est nécessaire, puisqu’il permet

15
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d’ensemencer un volume plus important de 1’échantillon et d’obtenir un dénombrement plus

représentatif (Jay et al., 2005).

Dénombrement des microorganismes aérobies 30°C

£ Echantillon
i (aliment, eau...)

Enrichissement en mielieu liquide
Pre-enrichissement & dénombrement

-

Encubation
37°C,48 h

&

Incubation
30°C, 24 h

Lecture des colonies
N=3C/((ny+0,1n,)xd)

\

Résultat final

Nombre de coliformes par gramme ou par ml

Figure 6. Schéma qui résume la méthode de Dénombrement des microorganismes aérobies
30°C (1504833, 2013a ; 2013b)

Pour conclure, cette méthode garantit une reproductibilité et une comparabilité des
résultats entre laboratoires. Elle joue ainsi un role essentiel dans I’évaluation de I’hygiéne des
procédés, la surveillance de la qualité microbiologique et la conformité réglementaire des
produits alimentaires. Son utilisation contribue a assurer la sécurité des consommateurs et le

respect des bonnes pratiques de fabrication au sein de la filiére agroalimentaire.
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IVV. Dénombrement de la flore lactique (NF 1SO 15214) et NF VO4-503
IV. 1. Dénombrement de la flore lactique (NF 1SO 15214)

Cette norme NF ISO 15214 décrit le dénombrement des bactéries lactiques mésophiles
(Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus...) dans les aliments par technique de
comptage sur milieu solide, aprés incubation en conditions anaérobies ou microaérophiles.
Des milieux sélectifs ont été utilisés : gélose MRS ou gélose M17, selon la flore a analyser. La
gélose MRS est utilisée pour la plupart des bactéries lactiques, et parfois la gélose M17 pour
les streptocoques lactiques (NF 1SO 15214, 1998).

NORME ISO
INTERNATIONALE 15214

Microbiologie des aliments — Méthode
horizontale pour le dénombrement des
bactéries lactiques mésophiles —
Technique par comptage des colonies
a30°C

‘Microbiclogy of.foed and anfmsl feeding stuffs — Horizontal method for the
enumeration of mesaphilic lactic acid bacteria — Colony-count technique
S 3070

Figure 7. Présentation officielle de la norme 1SO 18593:1998 (I1SO 18593,1998)

IVV.1.2. Préparation de I’échantillon

On appligue la norme ISO 7218 pour garantit les pratiques de laboratoire et pour
respecter les exigences de qualité et de sécurité internationales. Le diluant, généralement
utilisé est I'eau peptonée tamponnée (Voir I'ISO 6887-1), qui sert a préparer 1’échantillon pour

'ensemencement. La préparation de I’échantillon se fait come suite :
1. Prélever 10 g ou 10 mL d’échantillon.
2. Ajouter dans 90 mL de solution peptonnée — dilution 107",

3. Realiser les dilutions décimales successives jusqu’a 10°¢ ou selon besoin.
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1VV.1.3. Ensemencement
L’ensemencement se fait selon la méthode décrite dans la norme NF ISO 15214 :

» Ensemencement en profondeur

Déposer 1 mL de chaque dilution.

Ajouter ~15 mL de milieu MRS a pH 5,7 fondu et refroidi a 45-50 °C.

Homogénéiser en mouvements circulaires.

Laisser solidifier.

» Ensemencement en surface

Pour cela on dépose 0,1 mL sur la surface de la gélose MRS puis on étale avec une
spatule stérile. Cette technique est moins utilisée dans la norme mais parfois accepte.

Les boites sont ensuite incubées a une température comprise entre 30 °C et 37 °C pendant 72
+ 3 h heures. Cela permet aux bactéries lactiques de se développer en colonies (ISO 15214,
2019).

> Conditions : Anaérobies ou microaérophiles

- Anaérojar + sachet générateur de CO./H-

- Alternatives : incubation en jarre avec bougie (microaérophilie).
» Calcul des UFC

Apres incubation, les bactéries lactiques donnent des colonies généralement :petites,
rondes, blanc creme et parfois légerement convexes. Le nombre de colonies obtenues sur les
boites de Petri est comptabilisé de 15 a 300 colonies et exprimé en unités formant colonies
(UFC), souvent en UFC par gramme ou par millilitre d’échantillon. Cela donne une idée de la
concentration de bactéries lactiques dans I’échantillon. La détermination du nombre de
bactéries lactiques mésophiles (N) présentes dans 1’échantillon d’essai en calculant la
moyenne pondérée obtenue a partir des résultats de deux dilutions consécutives, selon
I’équation suivante :

No XF

Vl{}'j‘1 + [:L 1?‘?2 ::I d
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> C : est la somme des colonies comptées sur toutes les boites de deux dilutions successives et
dont une au moins contient au moins 15 colonies;

V est le volume de I'inoculum appliqué a chaque boite, en millilitres;

nl est le nombre de boites retenues a la premiére dilution;

n2 est le nombre de boites retenues a la seconde dilution;

d est le taux de dilution correspondant a la premiére dilution retenue.

Arrondir les résultats calculés a deux chiffres significatifs (voir I’'ISO 7218) (ISO 15214,
2019).

Dénombrement de la flore ( B

lactique NF ISO 15214 e i J. !I

Echantillon
(aliment, eau...)

217 7 4
J {/ \/ \ Enrichissement en milieu liquide
Pre-enrichissement & dénombrement

&

Incubation
37°C, 24 h

Lecture des colonies
¢ N= SC/(((ny +0,1 n;y) = d)

) Calcul des résultats
N=3C/(((n, + 0,1 ny)xd)

Résultat final

Nombre de bactériess par gramme ou par mi

Figure 8. Schéma qui résume la méthode de dénombrement de la flore lactique (ISO 15214,
2019).
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» Colonies issues du dénombrement sur échantillon de fromage

L’image qui suit (figure 9) montre les colonies microbiennes développées aprés
inoculation d’un échantillon de fromage sur un milieu de culture approprié. Le dénombrement
permet d’estimer la charge microbienne présente, ce qui est essentiel pour évaluer la qualité
microbiologique et la sécurité du produit. L’observation des colonies donne également des

indications sur la diversité des micro-organismes présents.

— \..‘._; a -
Dilution 10 Dilution 10° Dilution 10°
Figure 9. Colonies issues du dénombrement sur échantillon de fromage (Photo originale)

IV.2. Norme NF VO4-503: Norme spécifique en microbiologie alimentaire

C’est une norme francaise spécifique dans le domaine de la microbiologie alimentaire,
qui décrit les regles générales de dénombrement des micro-organismes par la technique des
ensemencements en profondeur ou en surface (méthodologie générale). La NF V04-503

précise la technique d’ensemencement. Elle décrit :
o les étapes de préparation des dilutions,
o les volumes a ensemencer,
e les conditions d’incubation générales,
e I’expression des résultats (UFC/g),
o les regles d’acceptation des boites (entre 15-300 colonies),
o les corrections selon les dilutions (NF V04-503, 2026).

Ce sont des regles obligatoires pour n’importe quel dénombrement microbiologique.
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Tableau 3. Synthése des principales différences entre NF VV04-503 et NF 1SO 15214 (NF
V04-503, 2026 ; 1SO 15214, 2019)

Elément comparé

NF V04-503 (Méthode

générale)

NF 1SO15214 (Méthode

spécifique)

Nature de la norme

Objectif principal

Champ d’application

Type

d’ensemencement
Milieu de culture

Conditions

d’incubation

Criteéres d’acceptation

des boites

Expression des
résultats
Utilisation en
laboratoire

Norme générale decrivant les
régles pour le dénombrement
des micro-organismes
Cadre technique : dilutions,
ensemencement, incubation,
lecture et calcul
Toutes les analyses
microbiologiques sur milieux
gélosés
Décrit les méthodes générales :
surface et profondeur
Non spécifique, dépend de la
méthode ciblée
Regles générales (température,
durée, atmospheére)
Définit les plages acceptables :
15-300 colonies, lecture des
duplicatas
UFC/g ou UFC/mL selon les
dilutions
Toujours utilisée comme

référence technique de base

Norme spécifique pour le
dénombrement des bactéries

lactiques

Comptage spécifique des bactéries

lactiques mésophiles

Flore lactique dans les aliments et

produits fermentés

Généralement ensemencement en

surface sur milieu MRS
MRS agar standardisé

30°C 1, 72 h £ 3 h, atmosphere

microaérophile facultative

Renvoie aux régles générales
(souvent NF VV04-503)

UFC/g ou UFC/mL pour la flore
lactique
Appliguée en complément, pour
une finalité ciblée
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V. Dénombrement des levures et des moisissures (NF VV08-059)

Cette norme fait partie de la série des normes AFNOR sur le contrdle microbiologique
des aliments et est utilisée aussi bien en industrie qu’en laboratoire d’analyse officiel de
contréle; elle a ét¢é homologuée le 12 mars 2002 et confirmée jusqu’en 2009. Elle a été
abrogeée et remplacée ou complétée depuis lors par rapport a la méthode de référence (NF 1ISO
7954) pour le dénombrement des levures et moisissures par comptage des colonies obtenues
en milieu solide apres incubation en aérobiose a 25 °C (NF V08-059, 2014).

Elle définit le dénombrement des levures et des moisissures par comptage des colonies a
25°C et compléte ainsi la norme de référence NF ISO 7954, 1988. La présente méthode, de

routine, vise a simplifier les conditions d’analyse de la contamination fongique d’un produit

(NF 1SO 7954, 1988).

ISO

NF 150 7054 NORME INTERNATIONALE 7954
NORMES a0t 1968

FRUNGASES 7

EUROPEENNES 3 Nome: Annule

INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION
ORGANISATION INTERNATIONALE DE NORMALISATION
KA A no A AL

I I Microbiologie - Directves genérales pour e dénombrement des

evures et moisissures - Technique pr comptage des colonies 423 Microblologle — Directivos géndrales pour e
degrés CE'SNS Technique par comptage des colonies & 25 °C

Microbiology — General guidance for anumeration of yeasts and moulds — Colony count
rechnigue ar 25 °C

Figure 10. Présentation officielle de la norme NF V08-059 et la norme de référence NF ISO
7954, 1988 (NF 1SO 7954, 1988).

V.1. Préparation de I’échantillon

Il faut tout d’abord homogenéiser soigneusement 1’échantillon alimentaire. Préparer une
suspension mére (habituellement 10 g ou 10 mL de I’échantillon dans 90 mL de diluant
stérile; par exemple, eau peptonée tamponnée). Réaliser une série de dilutions décimales ; 10°
1107, ... selon la charge microbienne attendue (NF 1SO 7954, 1988).
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V.2. Ensemencement et incubation

Prélever 1 mL de chaque dilution et le déposer dans une boite de Petri stérile puis
ajouter 15 a 20 mL de gélose Sabouraud glucosée a 4 %, fondue et refroidie a 45 °C, gélose

facultativement supplémentée en chloramphénicol ou gentamicine pour la rendre sélective;

Homogénéisez doucement pour assurer une répartition égale des micro-organismes puis
laissez la gélose solidifie. On peut réaliser aussi des ensemencements par rateau stérile. Les
boites sont incubées en aérobiose a (25 £ 1) °C pendant 5 jours. Pour éviter la prolifération
excessive d'un groupe de micro-organismes au détriment des autres, les colonies de levures et
de moisissures levure sont initialement contr6lées quotidiennement (NF \V08-059, 2014 ;
Lebres et al., 2002).

Dénombrement I Validation du Dénombrement |
V mL de diluant neutralisant - K‘——_x

V mL de diluant neutralisant
Dilution d= 1/10 fi Dilution d= 1/10
$ (g oumL) de prodult S (g ou mL) de produit Témoin sans produit

1 mL en masse
0,1 ml en surface

1 mL en masse
0,1 ml en surface

10 m filtration 10 mL filtration
Géloses SDA
l Sabouraud dextrose agor
Reéfrigérateur N T
{détoction des particukis)
3a5jours
325 jours
25°C+2,5°C
25°C+2,5°C ”

Validation si N >50% (0,3 log)de T
S = 1g produit de catégorie2
S= 5g produit de catégorie 1

Figure 11. Dénombrement des levures et des moisissures (NF V08-059 ; 2014)

V.3. Lecture et interprétation

Incuber les boites en position inversée couvercle en bas a 25 + 1 °C. Durée : 3 a5 jours,
prolongée jusqu’a 7 jours si la croissance est lente. L’incubation se fait en aérobiose a I’air
libre, sans atmospheére spéciale. La température d’incubation peut étre de 20°C ou 22°C, dans

le cas de dénombrement de moisissures supposées connues, aprés accord entre les parties.
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Pour I’isolement et le dénombrement des souches probiotiques de levures, la norme NF EN

15789 préconise 1’incubation a 35 + 1 °C pendant 2 jours (NF EN 15789, 2009).
Pour le dénombrement: compter les colonies visibles:

Colonies de levures : généralement lisses, brillantes, de couleur blanche a creme;
Colonies de moisissures : duveteuses, pigmentées, a bords irréguliers.

Choisir les boites contenant 15 a 150 colonies pour un dénombrement fiable.

Calcul de la moyenne pondérée si plusieurs dilutions ont été faites (1SO 6611, 2004).

YV V. V V V

Pour I’expression des résultats:

Le résultat est exprimé en nombre de colonies par gramme ou par millilitre de produit. Les
résultats permettent d’évaluer la qualité hygiénique du produit. Un nombre élevé de levures
ou de moisissures peut révéler une contamination durant la production ou le stockage; un

probléme de conservation; un produit altéré (NF VV08-059, 2014).

» Calcul des UFC

Apreés incubation, seules les boites présentant un nombre de colonies compris entre 10 et
150 colonies sont retenues pour le dénombrement. Les colonies typiques de levures et de

moisissures sont comptées séparement ou globalement selon 1’objectif de 1’analyse.

Le nombre de levures et moisissures est exprimé en unités formant colonies par gramme
(UFC/g) pour les échantillons solides ou en unités formant colonies par millilitre (UFC/mL)

pour les échantillons liquides. Le calcul est effectué selon la formule suivante :

N = 2C
"~ (n1+0.1n2) xd

ou:

e NNN : nombre de micro-organismes (UFC/g ou UFC/mL)

e > C\sum C>.C : somme des colonies comptées sur les boites retenues
e nln_1nl:nombre de boites comptées a la premiére dilution retenue
e n2n_2n2 : nombre de boites comptées a la dilution suivante

e ddd : dilution correspondant a la premiére dilution retenue (NF VV08-059, 2014).
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Méthode NF V 08-050

Dénombrement des levures et des moisissures

Echantillon
(aliment, eau...)

&

Enrichissement en phase liquide
Pre-enrichissement & dénombrement

&

Ensemencement sur gélose VRB
Milieu spécifique

&

Incubation
25 °C, 3-5 jours

 /

Lecture des colonies

N=3C/(((n +0,1 n;)xd)

1

Calcul des résultats

N=5C/({(ny+0,1ny)xd)

4

Résultat final

Nombre de coliformes par gramme ou par ml

Figure 12. Schéma qui résume la méthode de denombrement des levures et des moisissures
(NF \V08-059, 2014).

Les levures et les moisissures sont des micro-organismes capables de proliférer dans des
conditions environnementales néfastes basse température, pH bas ou élevé, faible teneur en
eau, etc. Certaines moisissures présentent un risque toxicologique : en effet, elles peuvent
produire des mycotoxines, des composés dommageables pour la santé humaine pouvant
présenter un effet cancérigéne. A I’inverse, des levures comme Saccharomyces cerevisiae
utilisee en panification, brasserie, etc. sont des micro-organismes d’intérét technologique
large utilisé lors de procédés de fermentation alcoolique. Cependant, les levures et
moisissures demeurent des agents potentiellement pathogénes responsables de la détérioration

de nombreux aliments du quotidien. Certaines de ces moisissures sont des moisissures
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productrices de mycotoxines: L’accumulateur auprés du consommateur final en cas de

éclosion d’une intoxication alimentaire (NF EN 15789, 2009).
V1. Dénombrement des coliformes 30°C (NF V 08-050)

C’est une méthode de microbiologie alimentaire utilisée pour évaluer 1’hygiene générale
d’un produit (eau, aliment, surface, etc.). Les coliformes sont des bactéries indicatrices d’une
possible contamination et de mauvaises conditions sanitaires. L’objectif de cette méthode est
de determiner le nombre de coliformes totaux capables de se développer & 30 °C dans un
échantillon donné. Le champ d’application concerne les produits destinés a la consommation
humaine ainsi qu’a l’alimentation animale. La méthode est applicable aussi bien aux
autocontréles qu’aux controles officiels, dés lors que la norme est reconnue comme en
vigueur par les autorités compétentes. Elle est fréeqguemment mentionnée conjointement avec
la norme 1SO 4832 pour le dénombrement des coliformes a 30 °C dans les plans d’analyses

microbiologiques et les référentiels sectoriels (NF V 08-050, 2015).

VI.1. Préparation de I’échantillon

La préparation de I’échantillon est réalisée conformément a la norme NF V 08-050. Un
échantillon représentatif de 10 g pour les matrices solides (ou 10 mL pour les échantillons
liquides) est prélevé aseptiquement et introduit dans un sachet ou un flacon stérile contenant
90 mL de diluant stérile (eau peptonée tamponnée). Cette étape permet d’obtenir une
suspension mere correspondant a une dilution 10°!. L’ensemble est homogénéisé pendant 1 a
2 minutes a 1’aide d’un homogénéisateur de type stomacher ou par agitation vigoureuse, afin
d’assurer une répartition uniforme des micro-organismes. A partir de cette suspension meére,
des dilutions décimales successives (1072, 1073, 1074, etc.) sont préparées en transférant 1 mL
de la dilution précédente dans 9 mL de diluant stérile, en utilisant du mateériel stérile pour
chaque étape. Les dilutions obtenues sont ensuite utilisées pour 1I’ensemencement sur milieu
sélectif approprié au dénombrement des coliformes, en vue de 1’incubation et du comptage

des colonies (NF V 08-050, 2015 ; 1SO 4832, 2006).
V1.2. Ensemencement et incubation

A partir des dilutions décimales appropriées de la suspension mére, un volume de 1 mL
de chaque dilution est prélevé aseptiqguement et déposé dans des boites de Pétri stériles.

Environ 15 a 20 mL de milieu VRBL (Violet Red Bile Lactose agar) fondu et maintenu a 44—
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47 °C sont ensuite ajoutés dans chaque bofite. Le contenu est homogénéisé par agitation douce

afin d’assurer une répartition uniforme de I’inoculum dans le milieu.

Apres solidification du milieu, une surcouche de quelques millilitres de VRBL peut étre
ajoutée afin de limiter le développement de colonies superficielles indésirables. Les boites

sont ensuite laissées a solidifier completement puis retournées.

L’incubation est réalisée a 30 + 1 °C pendant 24 + 2 heures. A I’issue de I’incubation, seules
les boites présentant entre 15 et 150 colonies sont retenues pour le comptage. Les colonies
typiques de coliformes apparaissent sous forme de colonies rouges a rosées, parfois entourées
d’un halo de précipitation biliaire (NF V 08-050, 2015).

V1.3. Lecture et interprétation

Aprés incubation, les boftes contenant entre 15 et 150 colonies sont sélectionnées pour
le dénombrement. Les colonies typiques de coliformes sont identifiées par leur coloration
rouge a rosee, souvent associée a un halo de précipitation autour de la colonie sur milieu
VRBL. Le nombre de coliformes est exprimé en unités formant colonies par gramme (UFC/Q)
pour les échantillons solides ou en unités formant colonies par millilitre (UFC/mL) pour les

échantillons liguides. Le calcul est effectué selon la formule suivante :

N = 2C
"~ (n1+0.1n2) xd

ou:

N : nombre de micro-organismes (UFC/g ou UFC/mL),

e >C:somme des colonies comptees sur les boites retenues,
e nl:nombre de boites a la premiére dilution retenue,

e« n2:nombre de boites a la dilution suivante,

d : dilution correspondant a la premiére dilution retenue (NF V 08-050, 2015).
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Echantillon
; .(alimenl, eau...)

5

Enrichissement en phase liquide
Pre-enrichissement & dénombrement

4

Ensemencement sur gélose VRB
: Milieu spécifique

7

Incubation
44°C, 24 h

4

, Lecture des colonies
) N=3C/(((n,+0,1ny)xd)

Calcul des résultats
N=3C/((n; +0,1 ny)xd)

&

Résultat final
Nombre de coliformes par gramme ou par ml

Figure 13. Schéma qui résume la méthode de denombrement des coliformes 30°C (NF V 08-
050, 2015).
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VI1. Dénombrement des coliformes thermotolérants (NF V 08-060)

Elle méthode microbiologique pour détecter et compter les coliformes thermotolérants
dans les eaux. Cette famille bactérienne inclut notamment Escherichia coli et est utilisée

comme indicateur de contamination fécale.
VII.1. Préparation de I’échantillon

L’objectif de cette méthode est d’obtenir un échantillon représentatif et prét a étre
analyse. A propos du préléevement I’eau a analyser doit étre prélevée dans des conditions
stériles. L échantillon doit étre conservé a une température controlée (entre 2 °C et 8 °C) et
analysé dans un délai défini pour éviter une croissance bactérienne in vitro. Selon la turbidité
et la concentration attendue de bactéries, on préléve un volume précis (souvent 10 mL,
100 mL, etc.). Si I’eau est trés chargée, on réalise parfois des dilutions stériles (NF V 08-060,
2009).

VI11.2. Ensemencement et incubation

Pour permettre la croissance des coliformes thermotolérants sur un milieu qui les

favorise on suit les étapes suivantes :

1. Milieu de culture spécifique : un milieu sélectif/différentiel adapté aux coliformes
thermotolérants (souvent a base de lactose avec indicateurs). Ce milieu favorise leur

croissance tout en inhibant d’autres microbes.

2. Ensemencement : L’échantillon ou ses dilutions sont déposés sur ou dans le milieu. On

utilise des techniques aseptiques pour éviter toute contamination externe.

3. Incubation a température contrélée : La norme utilise une température de 44 °C
+0,5 °C pour distinguer les coliformes thermotolérants des coliformes classiques. La
durée d’incubation est fixée par la norme (souvent 18 —24 h) (NF V 08-060, 2009).

VI1.3. Lecture et interpretation
Aprés incubation, on observe les colonies qui ont poussé. Les colonies typiques de
coliformes thermotolérants ont des caractéristiques définies (couleur, forme) selon le milieu

utilise. Pour le denombrement le résultat est exprimé en nombre de coliformes

thermotolérants par volume d’eau (ex. : UFC/100 mL). Si des dilutions ont été faites, on
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utilise les facteurs de dilution pour calculer la concentration réelle selon I’accréditation et les
regles ISO 7218.

La formule que vous donnez pour le dénombrement des coliformes thermotolérants (NF

V 08-060) est :

N = 2C
"~ (n1+0.1n2) xd

Voici la signification des symboles :

1. N le nombre de coliformes thermotolérants par gramme ou par millilitre (selon le
type d’échantillon).

>'C : la somme des colonies observées dans toutes les tubes positifs.

n: : le nombre de tubes testés a la plus faible dilution.

nz : le nombre de tubes testés a la dilution suivante (plus concentrée).

o > N

d : le facteur de dilution correspondant a la plus faible dilution testée.

Pour I’interprétation la norme donne des critéres pour dire si I’eau est conforme ou non selon
les limites réglementaires. Par exemple, pour certaines eaux destinées a la consommation, on
s’attend a absence de coliformes thermotolérants dans 100 mL d’eau (NF V 08-060, 2009).
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Figure 14. Schéma qui résume la méthode de dénombrement des coliformes thermotolérants
(NF V 08-060, 2009).

VI11.3. Exemple de dénombrement des coliformes thermotolérants

Supposons qu’on teste un échantillon d’eau avec la méthode des tubes multiples (NF V 08-
060) :

e Dilution 1 (107) : 5 tubes — 3 tubes positifs, colonies observées : 23, 25, 22
e Dilution 2 (1072) : 5 tubes — 2 tubes positifs, colonies observées : 4, 5

e Dilution 3 (107?) : 5 tubes — 0 tubes positifs (on ne les utilise pas dans la formule)
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Etape 1 : Calcul de YC
On ne prend que les tubes positifs des deux premiéres dilutions :

e Dilution1:23+25+22=70
e Dilution2:4+5=9

Donc: > C=70+9 =79
Etape 2 : Identifier n, et n:

e nm: =nombre de tubes testés a la premiére dilution =5

e nz=nombre de tubes testés a la deuxiéme dilution =5

Certains protocoles utilisent seulement le nombre de tubes positifs dans les calculs, mais

la NF V 08-060 précise le nombre de tubes testés a chaque dilution.
Etape 3 : Identifier d
e d=facteur de dilution de la premiere série = 10! = 0,1

Etape 4 : Appliquer la formule
N=)C /(n1+0,1n2)xd Remplagons : N=79 /(5+0,1x5)x0,1 = 143,63

Résultat : Le nombre de coliformes thermotolérants est = 144 par mL d’eau.
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Résultat : = 144 coliformes thermotolérants par mL d'eau.

Figure 15. Exemple de dénombrement des coliformes thermotolérants selon la norme
(NF V 08-060, 2009).
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VI11. Dénombrement de I'Escherichia coli beta glucuronidase positive (NF 1SO 16649-2)

La NF 1SO 16649-2 définit une méthode pour détecter et dénombrer Escherichia coli
dans les aliments ou les eaux destinées a la consommation humaine. Se concentrer sur les
souches qui produisent I’enzyme béta-glucuronidase, car la plupart des E. coli d’origine fécale
possedent cette enzyme. Elle est tres utilisée pour le contr6le de qualité microbiologique des
aliments. Pour les analyses officielles par les laboratoires agréés. Et aussi pour la vérification

de la sécurite sanitaire des produits alimentaires.

Cette norme est appliquée dans plusieurs domaines, notamment : les aliments préts a la
consommation, les produits alimentaires pour animaux, ainsi que 1’eau potable et les eaux

utilisées dans I’industrie alimentaire.

Elle présente de nombreux avantages : elle est spécifique aux E. coli d’origine fécale, ce
qui en fait un bon indicateur d’hygiéne, c’est une méthode rapide et reproductible pour les
laboratoires, et elle est reconnue au niveau international (1SO), facilitant ainsi les controles et

les comparaisons entre laboratoires.

Cependant, cette norme comporte également certaines limites : elle ne permet pas de
détecter les E. coli ne produisant pas la béta-glucuronidase (bien que ces souches soient trés
rares) et elle exige une maitrise rigoureuse des dilutions et de I’ensemencement pour garantir
des résultats fiables (NF 1SO 16649-2, 2001).

VIIIL.1. Préparation de I’échantillon

Pour la préparation de 1’échantillon on réalise des dilutions et homogénéisation pour

avoir un échantillon représentatif.

VI111.2. Ensemencement et incubation

L’échantillon est placé sur un milieu spécifique favorisant la croissance des E. coli béta-
glucuronidase positive. L’incubation des boites se fait & une température précise (souvent 44
°C) pendant un temps donné (NF 1SO 16649-2, 2001).
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VI11.3. Lecture et interprétation

La lecture des colonies exprimant la béta-glucuronidase apparaissent avec une couleur
spécifique (souvent bleue ou fluorescente selon le milieu utilisé). Pour le dénombrement, le
nombre de colonies est compteé et le calcul du nombre de bactéries par gramme ou par ml se

fait avec la formule :

N = 2C
"~ (n1+40.1n2) xd

Voici la signification des symboles :

1. N: le nombre de coliformes thermotolérants par gramme ou par millilitre (selon le
type d’échantillon).

>'C : la somme des colonies observées dans toutes les tubes positifs.

n: : le nombre de tubes testés a la plus faible dilution.

nz : le nombre de tubes testés a la dilution suivante (plus concentrée).

o > N

d : le facteur de dilution correspondant a la plus faible dilution testée (NF 1SO 16649-
2,2001).
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Figure 16. Schéma qui résume la méthode NF 1SO 16649-2 pour le dénombrement
d’Escherichia coli B-glucuronidase positive (NF 1SO 16649-2, 2001).
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IX. Dénombrement des Entérobactéries (NF ISO 21528-2)

C’est une méthode horizontale destinée au dénombrement des entérobactéries dans les
produits destinés a la consommation humaine et a 1’alimentation animale. Elle repose sur
I’ensemencement en milieu sélectif suivi d’une incubation dans des conditions controlées,

permettant 1’obtention de colonies caractéristiques (NF 1SO 21528-2, 2017).
IX.1. Préparation de I’échantillon

Un échantillon représentatif est prélevé aseptiquement.
Une prise d’essai de 10 g (ou 10 mL) est homogénéisée dans 90 mL de diluant stérile afin
d’obtenir une dilution mére (107!). Des dilutions décimales successives sont ensuite préparées

selon les besoins, en utilisant le méme diluant stérile.
1X.2. Ensemencement et incubation

A partir des dilutions appropriées, un volume déterminé est ensemencé sur gélose
sélective appropriée (ex. gélose VRBG). L’ensemencement est réalisé en surface ou par
incorporation selon le protocole. Les boites sont incubées a 37 °C + 1 °C pendant 24 + 2
heures. Aprés incubation, les colonies typiques d’entérobactéries (généralement roses a
rouges, parfois entourées d’un halo de précipitation) sont sélectionnées pour le dénombrement
(NF I1SO 21528-2, 2017).

IX.3. Lecture et interprétation

Les boites contenant un nombre de colonies compris dans l’intervalle recommandé
(généralement 15 a 150 colonies) sont retenues.
Les colonies caractéristiques sont comptées et, si nécessaire, confirmées par des tests

biochimiques approprieés.

Le résultat est exprimeé en unités formant colonies par gramme (UFC/g) ou par millilitre

(UFC/mL). Le calcul est effectué selon la formule suivante :

N = 2C
"~ (n1+40.1n2) xd

Ou:
e N : nombre d’entérobactéries par g ou mL d’échantillon,

e > C:somme des colonies comptées sur toutes les boites retenues,
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« i : nombre de boites comptées a la premiére dilution retenue,

e n::nombre de boites comptées a la dilution suivante,

e d: facteur de dilution correspondant a la premiére dilution retenue. (NF 1SO 21528-2,
2017).

Méthode de dénombrement NF I1SO 21528-2

Echantillon

)
\

=
| 7
/

Préparation de la suspension mére

|

Dilutions décimales

ff ===

e

107 10?7 1070
l?—;‘?—b“ -.J_*"-,
g U u !J

|

Ensemencement sur gélose sélective

& .-;n. j—.\‘ T

Par ex. gélose VRBG

|

Incubation 37 °C /24 h

Lecture et comptage des colonies

|

Calcul : UFC/g ou UFC/mL

S S
(ny + 0,1 n,)xd

Figure 17. Schéma qui résume le denombrement des Entérobactéries (NF 1SO 21528-2,
2017).
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X. Recherche de Salmonelles (NF EN ISO 6579)

Les Salmonelles sont des bactéries pathogenes responsables de toxi-infections

alimentaires. Leur détection est essentielle dans le contr6le microbiologique des aliments.

X.1. Préparation de I’échantillon

On préléve 10 g ou 10 mL d’échantillon, que 1’on ajoute ensuite a 90 mL de bouillon
peptoné stérile (ou & un autre milieu pré-enrichissant recommandé par la norme). Le mélange
est homogénéisé afin d’obtenir une dilution initiale de 10°!. Si nécessaire, des dilutions

décimales successives peuvent étre effectuées (ISO 6579-1, 2017)
X.2. Ensemencement et incubation

Réaliser un pré-enrichissement de 1’échantillon dans un bouillon non sélectif (par exemple,
I’eau peptonée) a 37 °C pendant 18 a 24 heures. Transférer ensuite dans un milieu sélectif
d’enrichissement, tel que Rappaport-Vassiliadis ou Selenite-Cystine, a la température
spécifiée par la norme. Cette étape permet de favoriser la croissance des Salmonelles tout en
inhibant les autres micro-organismes. Enfin, ensemencer sur des milieux sélectifs solides
(XLD, Hektoen) et procéder aux incubations appropriées (ISO 6579-1, 2017).

X.3. Lecture et interprétation
v" Les colonies typiques de Salmonelles sur milieux sélectifs sont rouges avec un centre
noir (XLD) ou selon le milieu utilisé.

v Vérifier la morphologie et réaliser si nécessaire des tests biochimiques et sérologiques

pour confirmation.
Le calcul est effectué selon la formule suivante :

N = 2C
"~ (n1+40.1n2) xd

Avec :

e Y C\sum C>.C : somme des colonies comptées sur deux dilutions successives
e nln_1nl: nombre de boites retenues a la premiere dilution

e n2n_2n2 : nombre de boites retenues a la deuxiéme dilution
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o ddd : facteur de dilution correspondant a la premiere dilution retenue (ISO 6579-1,

Recherche de Salmonelles
(NF EN ISO 6579)

2017).

Pr-é-Emichissemem
37°C18-24 h

10g+9%0mL g
bouillon peptoné sténk: Bouillon de pré-encichissmt

&

Isolement sur
Gelose Selective

Milieu sélectif (RSV ou SC)

Colonies rouges a centre noir
(ou selon milieu)

$

‘ Tests biochimiques et ;érologiquesl

xC
= (ny+ 0,1n,) X d

N

Figure 18. Schéma qui résume la méthode de recherche de Salmonelles (ISO 6579-1,
2017)

XI. Recherche de Salmonelles méthode rapide ( BKR 23/04-12/06)

C’est une méthode horizontale pour la détection des Salmonella spp. dans les produits
destinés a la consommation humaine et a I’alimentation animale. La méthode repose sur une
succession d’étapes comprenant un pré-enrichissement non sélectif, un enrichissement
sélectif, un isolement sur milieux sélectifs solides et une confirmation biochimique et

sérologique. Contrairement aux méthodes de dénombrement, la recherche de Salmonella est
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une méthode qualitative (présence/absence dans une quantité donnée d’échantillon). Il n’y a

donc pas de formule de calcul de type N comme pour les dénombrements (BKR, 2006).
XI.1. Préparation de I’échantillon

Une prise d’essai de 25 g (ou 25 mL) de I’échantillon est prélevée aseptiquement et
ajoutée a 225 mL d’eau peptonée tamponnée (EPT).
Le mélange est homogénéisé afin d’obtenir une suspension représentative, puis incubé a 37

°C pendant 18 a 24 h pour le pré-enrichissement (BKR, 2006).
X1.2. Ensemencement et incubation

Apres pré-enrichissement, des aliquotes sont transférées dans des milieux

d’enrichissement sélectifs, tels que :
o Bouillon Rappaport-Vassiliadis soya (RVS), incubé a 41,5 °C pendant 24 h,

e Bouillon Muller-Kauffmann tétrathionate-novobiocine (MKTTn), incubé a 37 °C
pendant 24 h.

A partir de ces bouillons, un ensemencement est réalisé sur milieux sélectifs solides (par
exemple gélose XLD, gélose Hektoen ou gélose SS).
Les boites sont incubées a 37 °C pendant 24 + 3 h (BKR, 2006).

X1.3. Lecture et interprétation

Les colonies suspectes de Salmonella (souvent incolores ou a centre noir selon le
milieu) sont sélectionnées. Elles sont soumises a des tests de confirmation biochimiques (ex.

galerie API 20E) et, si nécessaire, a une confirmation sérologique.

Présence ou absence de Salmonella spp. dans 25 g (ou 25 mL) d’échantillon (BKR, 2006).

41



S\\,hr//é/

Cc_)urs Qe Te_chnique_s de co_ntrc“)le “F' T Dr. HADEF. KH.Z
microbiologiques alimentaire AA

Jhal _ dylya a0ai daoln

Recherche rapide de Salmonelles (BKR 23/04-12/06)
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| ECHANTILLON |
e
£
z Préparation de I'échantillon
3

Pré-enrichissement

(£ =N (milieu non sélectif, 18-24h)

[
Enrichissement sélectif
(RVS, MKTTn)

Détection rapide

= 1 4

PCR Immuno-test

Isolement sur milieux sélectifs
(XLD, Hektoen, SS)

Confirmation biochimique
et sérologique

Qniéwlut < Présence / Absence de Salmonella

V Présence [ x Abmtg I J'

Figure 19. Schéma qui résume la méthode de recherche de Salmonelles méthode rapide

( BKR 23/04-12/06)
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XI1. Dénombrement des anaérobies sulfito-réducteurs (NF V 08-061)

Les anaérobies sulfito-réducteurs (ASR), notamment du genre Clostridium, sont des
indicateurs importants d’hygiéne et de contamination fécale ou tellurique, surtout dans les

aliments traités thermiquement.
XII.1. Préparation de I’échantillon

On commence par peser 10 g d’échantillon (ou prélever 10 mL lorsqu’il s’agit d’un
¢chantillon liquide), puis on I’introduit dans 90 mL d’eau peptonée tamponnée stérile. Le
mélange est ensuite homogénéisé soigneusement afin d’obtenir une suspension correspondant
a la dilution 10", A partir de cette suspension meére, des dilutions décimales successives sont
réalisées selon les besoins de I’analyse (NF V 08-061, 2009).

XI11.2. Ensemencement et incubation

Prélever 1 mL de chaque dilution et I’ensemencer dans une boite de Pétri stérile, puis
verser le milieu TSC (Tryptose Sulfite Cycloserine) préalablement fondu et tempére.
Me¢élanger délicatement afin d’assurer une répartition homogene de 1’inoculum, puis recouvrir
d’une fine couche du méme milieu. Les boites sont ensuite incubées en conditions
d’anaérobiose a 37 °C pendant une durée de 24 a 48 heures (NF V 08-061, 2009).

XI11.3. Lecture et interprétation

v" Les colonies typiques d’ASR apparaissent noires ou gris-noires, dues a la réduction du
sulfite en sulfure de fer.
v" Sélectionner les boites contenant entre 10 et 150 colonies.

v' Compter uniquement les colonies caractéristiques.
Le calcul est effectué selon la formule suivante :

N = 2C
~ (n1+0.1n2) xd

Avec :
e Y C\sum C3.C : somme des colonies comptees sur deux dilutions successives
e nln_1nl:nombre de boites retenues a la premiere dilution
e n2n_2n2 : nombre de boites retenues a la deuxiéme dilution

e ddd : facteur de dilution correspondant a la premiére dilution retenue
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Expression du résultat : N en UFC/g ou UFC/mL d’échantillon (NF V 08-061, 2009).

Dénombrement des Anaérobies

Sulfito-Réducteurs (NF V 08-061)

A

10 g + 90 mL diluant

Lecture
Colonies Noires

Comptage & Calcul

¥C
N=(n+01n)x d

Figure 20. Schéma récapitulatif de dénombrement des anaérobies sulfito-réducteurs (NF V
08-061, 2009).
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XI11. Dénombrement de Clostridium perfringens (NF EN I1SO 7937)

Clostridium perfringens est une bactérie anaérobie sporulée souvent impliquée dans les
toxi-infections alimentaires. Son dénombrement est essentiel pour évaluer la qualité
microbiologique des aliments (ISO 7937, 2004).

XI11.1. Préparation de I’échantillon

Prélever 10 g ou 10 mL d’échantillon, puis 1’ajouter a 90 mL d’eau peptonée stérile (ou
a un autre diluant conforme a la norme). Homogénéiser soigneusement afin d’obtenir la
dilution initiale de 107", Si nécessaire, réaliser ensuite des dilutions décimales supplémentaires
(1SO 7937, 2004).

XI111.2. Ensemencement et incubation

Ensemencer 1’échantillon sur un milieu spécifique pour C. perfringens (par exemple, le
TSC — Tryptose Sulfite Cycloserine Agar). Recouvrir le milieu si nécessaire afin de favoriser
les conditions d’anaérobiose. Incuber ensuite a 37 °C en ana€érobiose pendant 24 a 48 heures
(1SO 7937, 2004).

XI11.3. Lecture et interprétation

Les colonies caractéristiques se présentent en noir sur le TSC, en raison de la réduction
du sulfite. Choisir les boites contenant entre 10 et 150 colonies pour procéder au comptage.

L’identification peut étre confirmeée, si nécessaire, par des tests biochimiques ou sérologiques.
Le calcul est effectué selon la formule suivante :

N = 2C
"~ (n1+40.1n2) xd

Avec :
e Y C:somme des colonies comptées sur deux dilutions successives
e N :nombre de boites retenues a la premiére dilution
e Ny :nombre de boites retenues a la deuxieme dilution
e d: facteur de dilution correspondant a la premiére dilution retenue

Les résultats sont exprimé en UFC/g ou UFC/mL (ISO 7937, 2004).
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Dénombrement de Clostridium perfringens
(NF EN ISO 7937)

Incubation
Anaérobiose

10 g+ 90 mL
eau peptonée stérile

J

Milieu TSC
(Tryptose Sulfitérien Agar) 37°C 24-48h

Colonies noires sur TSC

Confirmation

Tests biochimiques
et sérologiques

. 4

Résultat : exprimé en
UFC/g ou UFC/mL

zC
N=f+o iy d

2. C : somme des colonies comptées sur deux dilutions successives
n, : nombre de boites retenues a la premiére dilution

ny : nombre de boites retenues a la deuxiéme dilution

d : facteur de dilution correspondant a la premiére dilution retenue

Figure 21. Schéma récapitulatif de Clostridium perfringens (1SO 7937, 2004).
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XIV. Dénombrement des Bacillus cereus (NF EN 1SO 7932)
XIV.1. Préparation de I’échantillon

Préparer 1’échantillon selon les recommandations de la norme, en réalisant les dilutions

appropriées pour le dénombrement (NF EN 1SO 7932, 2000).
XI1V.2. Ensemencement et incubation

Ensemencer sur le milieu spécifique recommandé par la norme et incubuer dans les
conditions appropriées pour permettre la croissance de Bacillus cereus (NF EN 1SO 7932,
2000).

XIV.3. Lecture et interprétation

Compter les colonies caractéristiques et interpréter les résultats conformément aux

critéres de la norme. Le calcul du nombre de bactéries est effectué selon la formule suivante :

N = 2C
~ (n1+40.1n2) xd

ou:
e Y C\sum CY.C = somme des colonies comptées sur toutes les boites prises en compte
e nln_1nl =nombre de boites dans la premiére série de dilution
e n2n_2n2 = nombre de boites dans la deuxiéme série de dilution

e ddd = facteur de dilution correspondant a la premiére série (NF EN 1SO 7932, 2000).
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Méthode de recherche et de dénombrement des
Bacillus cereus (NF EN ISO 7932, 2000)

“ Préparation de I'échantillon

Préparer I'échantillon et réaliser
les dilutions appropriées.

§‘§1

L’
e Ensemencement et incubation e Lecture des colonies

Ensemencer et incuber sur Compter les colonies
un milieu spécifique a 30 °C caractéristiques

"
'_e Calcul et interprétation
’
£ N 2C d
9 Calcul et interprétation (n;+0,1ny) x
Compter les colonies e XC = somme des colonies comptées

caractéristiques

‘-i ,.
e — =t

e n, = nombre de baites de la premiére série
* 1, = nombre de bdites de la déuxiéme série

o d = facteur de dilution correspondant

¥

2L

T (ny+0,1ny) x

N

Figure 22. Schéma qui résume la méthode de recherche et de dénombrement des Bacillus
cereus (NF EN 1SO 7932, 2000).
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XV. Dénombrement des staphylocoques coagulasse positive
XV.1. Préparation de I’échantillon

Préparer 1’échantillon conformément aux recommandations de la norme, en réalisant les

dilutions appropriées pour le dénombrement.

XV.2. Ensemencement et incubation

Ensemencer sur le milieu spécifique recommandé pour les staphylocogques coagulase
positive et incubuer dans les conditions appropriées afin de permettre la croissance des
colonies caractéristiques (NF EN 1SO 6888-1, 2000).

XV.3. Lecture et interprétation

Compter les colonies caractéristiques et interpréter les résultats selon les critéres de la

norme. Le calcul du nombre de bactéries est effectué selon la formule suivante :

N = 2C
"~ (n1+0.1n2) xd

ou:
e Y C:somme des colonies comptées sur toutes les boites prises en compte
e nj:nombre de boites de la premiere série de dilution

e N, :nombre de boites de la deuxiéme série de dilution

d : facteur de dilution correspondant & la premiére série (NF EN 1SO 6888-1, 2000).
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Dénombrement des Staphylocoques coagulase positive
(NF EN ISO 6888-1:2000)

Ensemencement Lecture
Dilution 0,1 mL Colonies Typiques

10g+90mL
diluant stérile
(ex. eau peptonée)

Milieu sélectif
(ex. gélase Baird: Parker telurite)

Colonies noires ! gris foneé
avec halo clair

Lecture Colonies Typiques

s
&

‘ Tests de coagulase et biochimiques '

4

‘ Résultat : exprimé en UFC/g ou UFC/mL |

2C
Nt 0tnyx 4

¥.C : somme des colonies comptées sur deux dilutions successives
n, : nombre de boites retenues a la premiére dilution

n, : nombre de boites retenues a la deuxiéme dilution

d : facteur de dilution correspondant A la premidre dilution retenue

Figure 23. Schéma qui résume le dénombrement des staphylocoques coagulasse positive (NF

EN 1SO 6888-1, 2000).
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Tableau 4. Récapitulatif de Synthése des cours de Contrdle Microbiologique des Aliments

NO

Titre de cours

Objectif

Matériel / Milieux

Méthodologie / Etapes clés

Résultat attendu

Controle
microbiologique des
surfaces par boite
contact

Evaluer la contamination
microbienne des
surfaces en contact avec
les aliments

Boites contact, PCA,
gants, desinfectant

Presser la boite contact sur la
surface, incuber 24-48 h a
30°C, observer et compter les
colonies

Quantification de la
flore totale sur la
surface

Dénombrement des
micro-organismes
aérobies a 30°C (NF EN
ISO 4833)

Evaluer la charge
microbienne totale d’un
échantillon alimentaire

Echantillons alimentaires,
PCA, pipettes, tubes a
dilution, incubateur

Préparer des dilutions
décimales, ensemencer sur
PCA, incuber 48 h a 30°C,

compter colonies

Estimation quantitative
de la flore totale

Dénombrement des
coliformes a 30°C (NF
V 08-050)

Identifier et quantifier
les coliformes pour
évaluer la qualité
sanitaire

Echantillons alimentaires
ou eau, VRBA, pipettes,
incubateur

Préparer des dilutions
décimales, ensemencer sur
VRBA, incuber 24-48 h a

30°C, identifier colonies
caractéristiques

Quantification des
coliformes présents

Dénombrement des
levures et moisissures
(NF V08-059)

Détecter et quantifier la
flore fongique d’un
échantillon

Echantillons sucrés,
Sabouraud Agar, pipettes,
incubateur 25°C

Préparer des dilutions
décimales, ensemencer sur
Sabouraud, incuber 3-5 jours,
identifier colonies levures et
moisissures

Quantification et
identification
morphologique des
levures et moisissures

Recherche rapide de
Salmonelles (BKR
23/04-12/06)

Détecter la présence de
Salmonelles dans les
aliments

Echantillons alimentaires
(poulet, ceufs, lait),
milieux sélectifs (RVS,
XLD), pipettes,
incubateur 37°C

Enrichir 1’échantillon, incuber
18-24 h, transférer sur XLD,
incuber 24 h, observer
colonies caractéristiques

Détection qualitative de
Salmonelles

Dénombrement de la
flore lactique (NF 1SO
15214)

Evaluer la population de
bactéries lactiques dans
un produit laitier

Echantillon laitier, MRS
Agar, pipettes, incubateur
30°C

Préparer dilutions déecimales,
ensemencer sur MRS, incuber
48-72 h, compter colonies

Quantification de la
flore lactique

Dénombrement des

Identifier et quantifier

Echantillons alimentaires,

Préparer dilutions, ensemencer

Quantification des
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Entérobactéries (NF 1SO
21528-2)

les Entérobactéries
indicatrices

VRBG Agar, pipettes,
incubateur 37°C

sur VRBG, incuber 24 h,
identifier colonies
caractéristiques

Entérobactéries
présentes

8 Dénombrement des Détecter et quantifier | Echantillons alimentaires, | Préparer dilutions, ensemencer | Détection et estimation
staphylocoques Staphylococcus aureus Baird Parker Agar, sur Baird Parker, incuber 24— de S. aureus
coagulase positive dans les aliments pipettes, incubateur 37°C 48 h, observer colonies
caractéristiques
9 Dénombrement de Identifier et quantifier C. | Echantillon alimentaire, | Préparer dilutions, ensemencer | Quantification des C.
Clostridium perfringens perfringens dans un milieu TSC, incubateur | sur TSC, incubation anaérobie perfringens
(NF EN ISO 7937) échantillon anaérobie 37°C 24 h, identifier colonies
10 Dénombrement de Détecter et quantifier B. | Echantillons alimentaires, | Préparer dilutions, ensemencer | Quantification de B.

Bacillus cereus (NF EN
ISO 7932)

cereus dans les aliments

MYP Agar, incubateur
30°C

sur MYP, incuber 24-48 h,
observer colonies
caractéristiques

cereus
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XVI. Conclusion

Le contréle microbiologique des aliments constitue un pilier fondamental de la sécurité
alimentaire et de la protection de la santé publique. Il permet non seulement de détecter et de
quantifier les micro-organismes présents dans les aliments et sur les surfaces de contact, mais
également de prévenir les risques sanitaires liés aux bactéries pathogénes et aux micro-

organismes indicateurs.

A travers 1’é¢tude des différentes techniques normalisées, dénombrement des micro-
organismes aérobies, flore lactique, coliformes, levures et moisissures, recherche de
Salmonelles, ou encore dénombrement de bactéries spécifiques comme Clostridium
perfringens et Bacillus cereus; 1’étudiant acquiert une compréhension compléte des

méthodes microbiologiques appliquées au contrdle alimentaire.

La maitrise de ces techniques, combinée a I’application rigoureuse des bonnes pratiques de
laboratoire et au respect des normes NF, ISO et BKR, permet de garantir la fiabilité des

analyses et d’assurer la qualité et la sécurité des produits alimentaires.

Globalement, ce cours fournit les bases nécessaires pour que 1’étudiant devienne un
acteur compétent du controle microbiologique, capable d’évaluer, d’interpréter et de

contribuer efficacement & la sécurité sanitaire dans le domaine alimentaire.
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Fiche TP 1. Contréle microbiologique des surfaces par boite contact

(flore totale)

Titre : Evaluation de la contamination microbienne des surfaces alimentaires

Objectif : Déterminer la charge microbienne totale sur les surfaces en contact avec les

aliments afin d’évaluer leur niveau d’hygiéne.
Matériel et réactifs :
o Boites de Petri contenant un milieu nutritif pour flore totale (PCA)
« Boites contact stériles
o Gants, désinfectant, matériel de protection individuelle
Meéthodologie :

1. Presser la boite contact stérile sur la surface a analyser (plan de travail, ustensile,
table).

2. Refermer immédiatement la boite et incuber a 30°C pendant 24 a 48 heures.

3. Examiner la croissance microbienne et compter les colonies apparentes.

4. Décrire les caractéristiques morphologiques des colonies (forme, couleur, taille).
Résultat attendu :

Visualisation et quantification de la flore totale présente sur la surface analysée, permettant

une évaluation de la propreté.
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Fiche TP 2. Dénombrement des micro-organismes aérobies a 30°C

(NF EN 1SO 4833)

Titre : Quantification des micro-organismes aérobies dans un échantillon alimentaire

Objectif : Evaluer la charge microbienne totale d’un échantillon alimentaire selon la norme

NF EN 1SO 4833.

Matériel et réactifs :
« Echantillons alimentaires (fromage, yaourt, jus de fruits)
e Milieu nutritif PCA

o Pipettes steriles, tubes a dilution

Boites de Petri, incubateur a 30°C
Meéthodologie :
1. Préparer une série de dilutions décimales de 1’échantillon.

2. Ensemencer 1 mL de chaque dilution sur PCA en utilisant la technique appropriée (p.
ex. méthode des plaques).

3. Incuber a 30°C pendant 48 heures.

4. Compter les colonies et calculer le nombre de micro-organismes par gramme ou

millilitre selon la formule standard.

Résultat attendu : Obtention d’une estimation quantitative fiable de la flore microbienne

totale de I’échantillon.
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Fiche TP 3. Dénombrement des coliformes a 30°C

(NF V 08-050)

Titre : Détection et quantification des coliformes dans un échantillon alimentaire ou d’eau

Objectif : Identifier et quantifier la population de coliformes pour évaluer I’hygiéne et la

qualité sanitaire d’un produit ou d’un milieu aqueux.

Matériel et réactifs :

Echantillons alimentaires ou d’eau
Milieu sélectif VRBA (Violet Red Bile Agar)
Pipettes steriles, tubes a dilution

Boites de Petri, incubateur a 30°C

Meéthodologie :

1.

2.

3.

4.

Préparer des dilutions décimales de 1’échantillon.
Ensemencer les dilutions sur VRBA.

Incuber 24 a 48 heures a 30°C.

Identifier et compter les colonies caractéristiques (rouges entourées d’un halo clair).

Résultat attendu : Détermination quantitative de la population de coliformes présents,

indicatrice de contamination fécale ou hygiénique.

Dr. HADEF. KH.Z
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Fiche TP 4. Dénombrement des levures et moisissures

(NF V08-059)

Titre : Quantification des levures et moisissures dans les aliments

Objectif : Détecter et évaluer la charge de levures et de moisissures afin d’apprécier la qualité

microbiologique et la durée de conservation d’un produit alimentaire.
Matériel et réactifs :
« Echantillons alimentaires (confiture, jus de fruits, pain)
e Milieu Sabouraud Agar
« Boites de Petri, pipettes stériles
e Incubateur & 25°C
Meéthodologie :
1. Préparer des dilutions décimales de 1’échantillon.
2. Ensemencer sur le milieu Sabouraud Agar.
3. Incuber a 25°C pendant 3 a 5 jours.
4. Observer et compter les colonies :
o Levures : colonies lisses, rondes
o Moisissures : colonies filamenteuses, duveteuses

Résultat attendu : Quantification et identification morphologique de la flore fongique de

I’échantillon.
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Fiche TP 5. Recherche rapide de Salmonelles

(BKR 23/04-12/06)

Titre : Détection de Salmonelles dans les aliments

Objectif : Détecter la présence de Salmonelles dans un échantillon alimentaire pour évaluer le

risque sanitaire.
Matériel et réactifs :
« FEchantillons alimentaires (poulet, ceufs, lait)
o Milieux sélectifs pour Salmonelles (RVS, XLD)
o Pipettes et tubes stériles
e Incubateur 4 37°C
Meéthodologie simplifiée :
1. Enrichir I’échantillon dans un bouillon sélectif adapté.
2. Incuber 18 a24 ha37°C.

3. Transférer sur milieu sélectif (XLD) et incuber 24 h.

&

Identifier les colonies caractéristiques de Salmonelles (rouges avec centre noir).

Résultat attendu : Détection qualitative de Salmonelles, indicatrice de contamination

alimentaire.
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Fiche TP 6. Dénombrement de la flore lactique

(NF 1SO 15214)

Titre : Quantification des bactéries lactiques dans les produits laitiers

Objectif : Evaluer la population de bactéries lactiques présentes dans un produit laitier pour

suivre la qualité microbiologique et le bon déroulement de la fermentation.

Matériel et réactifs :

Echantillons laitiers (lait, yaourt, fromage)
Milieu MRS Agar (pour bactéries lactiques)
Pipettes steriles, tubes a dilution

Boites de Petri, incubateur a 30°C

Meéthodologie :

1.

2.

3.

4.

Préparer des dilutions décimales de 1’échantillon.
Ensemencer 1 mL de chaque dilution sur MRS Agar.
Incuber & 30°C pendant 48 a 72 h.

Compter les colonies et décrire leur morphologie.

Résultat attendu : Estimation quantitative de la flore lactique, indicatrice de la qualité et de

la fermentation du produit.
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Fiche TP 7. Dénombrement des Entérobactéries

(NF 1SO 21528-2)

Titre : Identification et quantification des Entérobacteries dans les aliments

Objectif : Déterminer la présence et la densité des Entérobactéries, indicatrices d’hygiéne et

de contamination alimentaire.

Matériel et réactifs :

Echantillons alimentaires
Milieu sélectif VRBG Agar
Pipettes steriles, tubes a dilution

Boites de Petri, incubateur a 37°C

Meéthodologie :

1.

2.

3.

4.

Préparer des dilutions décimales de 1’échantillon.
Ensemencer les dilutions sur VRBG Agar.
Incuber 24 h a 37°C.

Identifier et compter les colonies caractéristiques des Entérobactéries.

Résultat attendu : Quantification des Entérobactéries présentes, permettant d’évaluer la

qualité hygiénique de 1’échantillon.
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Fiche TP 8. Dénombrement des staphylocoques

(coagulase positive)

Titre : Détection et quantification de Staphylococcus aureus

Objectif : Déterminer la présence et la charge de staphylocoques coagulase positive dans un

aliment afin de prévenir le risque d’intoxication alimentaire.

Matériel et réactifs :

Echantillons alimentaires (produits laitiers, viande, charcuterie)
Milieu Baird Parker Agar
Pipettes steriles, tubes a dilution

Boites de Petri, incubateur a 37°C

Meéthodologie :

1.

2.

3.

&

Préparer des dilutions décimales de 1’échantillon.
Ensemencer sur Baird Parker Agar.
Incuber 24 a 48 h a 37°C.

Identifier les colonies caractéristiques (noires avec halo clair).

Résultat attendu : Détection et estimation de la charge de S. aureus dans 1’échantillon.
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Fiche TP 9. Dénombrement de Clostridium perfringens

(NF EN 1SO 7937)

Titre : Quantification des bactéries anaérobies sulfito-réductrices
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Objectif : Déterminer la charge de Clostridium perfringens dans les aliments afin de prévenir

les intoxications alimentaires d’origine bactérienne.

Matériel et réactifs :

Echantillons alimentaires (viandes, produits cuits)
Milieu TSC Agar (pour Clostridium)
Incubateur anaérobie & 37°C

Pipettes steriles, tubes a dilution

Meéthodologie :

1.
2.
3.
4.

Résultat attendu : Quantification des Clostridium perfringens présents dans 1’échantillon,

Préparer des dilutions décimales de 1’échantillon.
Ensemencer sur TSC Agar en conditions anaérobies.
Incuber 24 a 48 h a 37°C.

Identifier et compter les colonies caractéristiques.

indicateur de sécurité alimentaire.
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Fiche TP 10. Dénombrement de Bacillus cereus

(NF EN I1SO 7932)

Titre : Détection et quantification de Bacillus cereus

Objectif : Identifier et mesurer la population de Bacillus cereus dans les aliments, bactéries

sporulantes responsables de certaines intoxications alimentaires.

Matériel et réactifs :

Echantillons alimentaires (riz, lait, produits cuits)
Milieu MYP Agar (Mannitol Egg Yolk Polymyxin)
Pipettes stériles, tubes a dilution

Boites de Petri, incubateur a 30°C

Méthodologie :

1.

2.

3.

4.

Préparer des dilutions décimales de 1’échantillon.
Ensemencer sur MYP Agar.
Incuber 24 & 48 h a 30°C.

Identifier et compter les colonies caractéristiques de B. cereus (jaunes avec halo clair).

Résultat attendu : Quantification de Bacillus cereus, permettant d’évaluer le risque

microbiologique de I’aliment.

64



Tableau 5. Synthése des Travaux Pratiques en Contréle Microbiologique des Aliments

TP

‘ Objectif
i

Matériel / Milieux

Méthodologie / Etapes clés

Résultat attendu

@ Staphylocoques coagulase +

Détecter S. aureus

Echantillon, Baird Parker Agar

Dilutions, ensemencement, 24-48h 2 37°C

Staphylococcus aureus

O 9 Clostridium perfringens

Quantifier C. perfringens

Echantillon, TSC, Anaérobidse 37°C

Dilutions, ensemencement,

Clostridium

@ ) Controle des surfaces Evaluer la contamination| _, . Pression sur la surface, 24-48h 230°C | Flore totale
1 w par boite contact microbienne des surfaces | BOtes contact, PCA sur surface
2 Dénombrement aérobies Evaluer la charge Echantillon. PCA Dilutions, ensemencement Flore totale
30°C (1SO 4833) microbienne totale d 48h 430°C de I'échantillon
Dénombrement des ntifier les coliformes | Echantillon. VRBA Dilutions, ensemencement Coliformes
3 E coliformes (NF V 08-050) @a ¢ 24-48h 2 30°C présents
4 Levures et moisissures Détecter levures et Echantillon sucré, Sabouraud Agar | Dilutions, ensemencement, Levures &
(NF V08-059) moisissures 3-5ja25°C moisissures
5 ‘__:_:_,'i(‘? )} Recherche de Salmonelles Détecter Salmonelles Echantillon, RVS, XLD Enrichissement, transfert XLD, 37°C Présence de
o (BKR) dans aliments Salmonelles
6 "“--’) Flore lactique (150 15214) Evaluer bactéries lactiques | Echantillon laitier, MRS Agar 2::‘;’;’:2 ;“o‘fc’"‘“‘""‘"t' | Bactéries lactiques
; Dénombrement des : : . o .
Identifier les Dilutions, ensemencement, 24h 237°C | Entérobactéries
7 @ Entérobactéries (1S021528-2) | Entérobactéries Echantillon, VRBG Agar prisentes

-
o

@ Bacillus cereus (150 7932)

Quantifier B. cereus

Echantillon, MYP Agar

24-48h a30°C

Dilutions, ensemencement, 24-48h 3 30°C

perfringens

Bacillus cereus
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