
1\féthodes microbiologiques d'analy e dc eaux minérales 
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Esrtufu \flcionof de f'fl nìtfud, \Jodntl 

LeE~ c·ommentaircs lfllt' mms alluns fain• ~our l··~ m éthutfe,.. microhiulu

gicpu·s ~ervant tt l'unalyst• dt·!' eau ~ minéra ll'l'. unt tf,tjà é t{- c·~poséi'i dnn>' 
111011 Pay;. lo rs des premihP!- journt-r>: dP qualité cJ.,., rattx minéra]e,. t'li 

juin 19i3. lls furent c nsuit•· puhlit~S dans un•· lh·nw dc· anlé et d'H ygièut• 
Puhliquc. Rt·,·u e OCTicidh· dt· la Santé Espa~nuh•, t'Il F<~nit·r 1973. 

La réali té d t- ct•f- put,l ic·ntions et le fai t que lt· St·n ie•· d e Microbiologi•· 

d P J'Eau:-. est pn·f'quP tout c·ntier snus ma dirt·t·tion. ••ar j<' sui!' profe!'M'ur 

du D éparlf'ment J l' M i erolJiolo~it•, Oli L certaiu nnwn l in n ueucl: IS ili' la r ért·n tf• 

Législatiou Espagnolco du moi~> dl' mars 1975 1·1 Jan:~ lnqu <' llt· tnus les asp1•rt~ 

mirrohiologiqut·~ dc·s ea u'-. miuér ale5 N les eritèrC'!- atloplés à cc sujN unt 
rtf> TI'CUiJiis. 

En érartanl la po,sihilit l- que u'imporlt• que-l autr•· Puys ail légifèn~ <·r 
pruhlèrn1• t>ntre l r 31 ma r <., N lro moment prt~~rnt. IWII" pou' on !o affirmt•r 

cpa'il s 'agii d i' la l rgisla t icm la plus moderne qui jut-q u 'ù p11~!:ient traitC' dt· <'l' 

l' li j f't. 
J>,·ruwttf'z - mui 11111' jf' fttl'"l' un prtit préa mlwlr- c1ui !Sen ira à cxplic1uf' r 

la phiJo!oo pJ.ie s ui' ic· pour t-tublir le::. critèrr .. e t Jj ,,·r lt•:-. m C: tJ.odes m irro

h iolugiq 111'!'. 
L 'E spngm· rsl l r~" ri <· lu· t'n !-ourccs d 'rau mirH~ralt· d lJen urt~up d't>ul re 

Pllt•!- s'apiH' IIPnt eau"'. mir~e~ro-mrùic·inal<'s depui" k:- Lt ' IHJl" les plus reculc~ ... 

A' a u t. Ct'S eau:-.. s•· lna vaÌl' ll l uormalt·mPnl f' IIT lt·." li ru"'. d 'urigiru·. Lors clt· la 
tlernièrt· cUrade. ec•;. Pau'\ ~out mito~t'"' f'n boult·illt"' l'l all t•ignf'lll une grantlt· 

runsmnntat ion ~oimplt•mt' lll c·ornmc• t •au':\ de Lahlc•. 

A p artir de 1971. à euu~ t' dt' la pctil<· a pparilimt clt· rnlc~n.t qtrr· nou<: 
tt\ un!S ~oufl't•rlt>. n ou ;o, Il\ tiiiS fui t d c:, rcch<·rdH·~ in l t'Il"''" l:-Ur J, ... t•aractt-ri .. -

1 Ì<IU <'Q microhiologiCJUI' dt:i- !-uurce~:- à leur UJ iginc· t• l l t·,; c·urit·u~ aspl'Ch 

mit·rol,iologiqucs d1• C)Ut'lqut'!' uau's d(' ccs eau:-. aprh· lt ·ur liiÌ :-.t• t'li lHIUL!'illt·:-. 

( • ) Dirrcteur du « Cfnlm ì\uriuual tll' . almonello•i, ». ),.,cut•lu :\ucionul dc Sauillnd, 

Cindncl ÙHivcrl'ituriu, Madrid. 
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En ce qui concc·nw Ct'S aspects microhioloi!Ì I( II<'S t ' Il n·la tion U\'f'C la flore 
a u totrophe spéciliqul' dc chaque f:ourcc tl' eau minl-ra h•. représt·utéc par dt'S 
fa milles appart enaut a ux types P :wuJomonPs l't Xantornon t>s, nous sommcs 
fo ntl a rncntalernent <trrivés à la conclusion CJUC uou:i tlcvons ahsolunwnt 
re~pccter l'écbo- hio logic tle Cf'S eaux profondes a\·c·c lcur contf·nu m icrobit·n 
aulotropbe, non pa thogène et lrès possiblement jouant un grand role sm· la 
n·cons t ruction de la flore mi crohienne intt•s tiuale tl une époque oìt ics anti
IJiotii[UCS, Ics insrcticidrs et Ics antiseptiquns, ;;ont à la mode. D ' un autre 
còté, le fait d 'élimincr la fi ore aulo trophe spécifi ~ l' t e , signific sans aucun 
doutc CJ UC l'on admr t un p rocessus de st érilisation. qu i peut d t-vrnir h t-aucotq> 
plus dangereux . 

C'est la r aison pour laftucllc dan s notre lcgisla t ion il n 'y a aucune limi
lation au n ombre de colonies par millilitre h ien CL u 'il fa ille denombrer l1•s 

rolonics . 
Dans notre législation on introcluit l 'abs1·ncc tle Pscudomone aérugi

llf'Use dans 100 m l ù 'cau a nalysée. 
N ous considérons opportun inclure ce test , car il s'agi t d 'caux qui. 

renfermant normalem ent tlans leur flore autolrophe P . Fluoresans, pcut 
induire en erreur. 

Pour nous, la présence 1lc P scudom onc aérugi ttt·usc suppose u ne dMi
l' it·nce t echnique dans le la Yage cles boutcilles, un e inst a llat ion impropre 
de mise Pn bouteillcs cn ce CJUÌ concerne ll's condi tions sa nit aires ou la pré
•Pnce de manipulat eurs d 'Pau porteurs dc PscuÙ4>mone aérugineuse. 

Oa ns notre législation on rccueille des essais présumé et ùes e::;sa is con
lirmatifs, cette tlcrnièrc qui est réservée au La boratoire N ational dc lléfé
l'f'nce, étant donné quc de son rapport peut s' en s ui vn : une sanct ion atlmini
~tra tive . P armi les essais confirma t ifs figure la p iocianotipie; ce ti'Sl , commc 
'ous le comprenl'z, est orienté ve:.;s l' é tude compuratiYe de Pseudomou1~ 
a~rugineuse cn cas dc por t eurs dans Ics inst a ll a tion s d 't·mbouteiJiagc d 'ra u 
minérale. 

Vléthodes microbiologiques 

Il n 'y a aucun doule quc nous aurions pu choisir n ' impor t e quelle m éthodc 
parmi les innombrablcs qui figurent sur Ics nombreu ses 0 1~uvrcs de mé thoélcs 
analy tiq ues dcs eaux européennes ou internationa lcs . Pour nous, ce qui PSt 
irnportant c'1•st éjue da ns tous les laboratoires dc la "l'ation un tr availle avrc 
la mcmt> rné thodc ana ly t ique pour quc les rPsulla ls soicnt t oujours compa ra
IJics. e t non seule men t t·llcs ont é té r édigées comme norme t1·chnique. mais 
a ussi tous Ics rPsponsa blcs de L a bora toires suiYcn t les rours correspondan ts 
cl' ana lysc rnicrobiologique des caux. dans le but d 'u niformiser les rnéthodes 
\le travail e t les critèrcs c.l ' intcrprét a t ion. 

. I IHI. l~r. "aper. ,..:a11itcl ( 19 76) 12, 142- lll!) 
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Nous avons préféré lt>!i méthodes analytiquf•s r éalisé4:S dans des tuhes, 
méme si en colimétrie 011 décrit un procédé dc filtration à travers une m cm· 
hrane. Dans la pratique, 11ous conseillons quP la filtration par m embrane soit 
réser véc pour les analysl'!' dr- champ. Dans Ics lal:wratoires locaux provinciaux 
1·t nationaull. o n doit u tiliser t oujours l4•s méthod4·!'> 4' 11 tubr. 

J) D énombrcrncnt lo tal d r!' colonie5. 

2) ColimPtriP da H:< d t·~ mi lir-ux liquide:-: ( Larto<:t· bouillon). 
a) Méthodt· indicati\, .. 
b) Analysr- d t· to nfìrmatioH. 

3) Colimt~ trit • par fìl tration s ur mf:mltrallt'. 

4·) StreptométrÌP. 
a) Essai prt~su nH; . 

b) E ssai confir111 atif'. 

5) Clostridinmt~trit · 

6) P ;;t•tuiomont· aéru gi 114' 11~'~". 

u) E ssais préi-iunu-:,.. 
b) E ssais rlP roufi rmatioJI. 

7) Dénomhrcnwnt t otal cJ,. uwisissurPs. 

8) Contròl1· microhiolugicJUt' de hnuteilk>-. 

9) Conlrol4' microlJiologiqut· d4· fermc·turcs. 

Je pensc qur la d f•sc ription de t out••s Ct'>' m éthodr8 m icrohiologiquc!' 
que vous connaiss<':t. à ]a perfc·ction et qur j<' détaiUe dall!' mon ra pport . 
l'Wrail dC' ma pa rt Youlnir YOII >' torturrr. cr qn P j r- nt• dé!'irr- pa!'. 

Mll\JSTEHE DE L' I :\TE fUEUH 

()4.08 - DECHET 607 iJ97 5, D c 13 l\1AHS. sdon lr,quel o n règlc• Ics spécifiea
tions microhiologiqtu'& auxqueiiPs lc·s t:aU'\: mi néro-m édicinali'R l'n 
houLeilk doiv<'nl se• conformer. 

Le Décrel 3069," 1972, du 26 uctobrt·. st·lon IPqurl ou r ègle !es eau'\. d t· 
boisson c' n houlf·illr. h ìl'n qu'il soit par lil'lll'ml'nl d 'application pour lt·s C'aux 
min(.ro- m édicinall'l'. cn ' r rtu de ce qui N•l s tipulé clan!. la disposition p rovi
soire prem•en·. n't•!> l pas a pplicaLle dan!' son art iclt• t ruisième, qui rè>gle l e~< 

cu ract éristiquc·s tlt· l 'Pau potahlc d*' sourct• . . panni lt'HJUC'llf•e on comptP lt•s 
m icrohiologiques. 

Pou r cct.tr raison , des étudt•f' analytiqut•s npportunes ayant été réali · 
sPeS par la Directimt Gént-ra l(· eh· San té. ont conl'icléré néccssaire d 'établir 
ll's cxigences microhiologiqurs auxqucllrs doivcnt se conformPr ll's eaux 

.A'"'· hl .~''l"' ·' 'anita 11076) 12. ll~-11\~ 
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minéro-médicinales mises en bouteilles, réglées par le Décret-Loi du 25 
avril 1928. 

En sa vertu, à la demande du Ministre de l' Intérieur, entendue l'Orga· 
n isation Syndicale, avec le rapport favorab le de la Commission Intermini
s térielle pour l'Ordonnance Alimentaire et moyennant la délibération du 
Consci! des Ministres dans sa réunion du 7 mars 1975. 

JE DISPOSE 

Artide l. - Les caux minéro-médicinales, mises en bouteilles devront 
remplir les spécifìcations microbiologiques s uivantes: 

l. Parasites et microorganismes pathogènes Absence totale. 

2. Dénombrement total de moisissures Absence dans 100 ml. 

3. Dénombrement de coliformes Ahsence dans 100 ml. 

4. Escherichia coli . . . . . . Absence dans 100 mi. 

5. Dénombrement de Streptocoques (Strep· 
tocoque D de Lancefield) . . . . . . . Absence dans l 00 m l. 

6. Dénombrement de Clostridium sulfite ré-
ducteurs Absence dans 100 mi. 

Artide 2. - a) A partir de l'entrée en vigucur du présent Décret toutes 
!es entreprises qui commercialisent les eaux minéro-médicinales devront 
4;tudier la dynamique et la distribution de la flore autotrophe des sources. 
à son point de jaillissement, pendant un an complet, pour déterminer dans 
!adite période de t emps, les variations saisonnières et climatologiques ou 
de n'importe quel autre type qui puisse Ics intéresser. 

b) L'étude réalisée devra etre présentée, une fois t erminée, à la Direc
tion Générale de la Santé, aux cffcts de preuve dans le dossier d 'cnrt-gistre· 
ment et comme base de futures vérifìcations. 

4rticle 3. - En tenant compte que la multiplication de la flore auto· 
trophc est un fait normal, Ics contròlcs flUÌ se feront sur des échantillons mis 
f'n bou tcillcs ne feront p as référence au nombre de germes, présentés au 
momt-nt de l'analyse, mais à la qualité de la fiore trouvée. 

Lcs recherchcs qui se feront dans ce but prouveront qu' unìquement il 
exis tc la .flore qui corrcspond d ' une manière s péeifique au type dc minéra
lisation de l'eau étudiée et que celle- ci manque, cn conséqucnce, Je n' irnporte 
quelle autre, J ont la préscnce se deVTait à une contaminat ion provenant des 
houtf'illes ou des opérations d 'embouteillagc. 

A rticle 4. - Les rnéthodes analytiques applicables à l'évalualion des 
spécifìcations contenues (lans l'a r t ide premicr , seront ct-ll t>s qui sont citées 
Jans l'annexe I. 

. 11111. /st. Supu. Sanitti (LIIr~) 12. U2- 169 
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A rtic/P S. - Les di:frérenccs qui se produiront dans l'interpréta tion cles 
arwl y~es mi crohiologiques, effectuées p ar cles lahoratoirel'ì diffén·nts, seront 
résolues en prcnant comme base le rapport cles scrvices aua lytiqurs cC'ntraux 
de la Direction Généra lc d c· la Santé (Ccntr1· Nationa l d 'AJimenta t iou et 
N utrition et Ecole Nationalc de Sauté). 

OllOONNANCE f'I :>IALE 

Le préscnt Décret entrcra cn vigucur le jour s uivant à sa publication 
dans le « Bulletin Offic iel de l 'Etat ». 

ORDON NANCE D E HOGATOIRE 

Le présent D écrct dérogr à toutt'S Ics ordonnances dc catégorie éga lc 
ou inférieurc• et qui s'opposcnt à celui- ci. 

J e l 'ordonne ainsi par le présent D écrc t , donn é à .Madrid le 13 mars 1975 

Le M in i.~tre de l'I ntérie1u 
JosE G ARCIA liE n NAND E7. 

FRANCISCO F RA:>ICO 

ANNEXE l 

NORMES TECH NlQUES D'ANALYSE MICROBIOLOGIQUE D'EA.UX DE DOISSON 

l. Soins t f'clmiques sur le prélèvement d 'échantillons et caractères dn mem P. 

Il est indispensablc d 'effectucr le prélèvcment de façon à é,, iter dt•s 
contaminations étrangèrcs à l'eau. Les récipients qui vont contenir l'éch an
tillon doivent étre s t érilisés par l ' action de la chalcur cn autoclave it 120 oc, 
pendant trentc miuutes comrnc minimurn. 

L'eau possède une action autodépuratrice plus accuséc lorsqur sa t en eur 
en sels est moindre. L'échantiJion doit se piacer dans une amhiance froidc, 
-l 2 oc + 4, oc, et l'on procède ensuite à l'ana lyse bactériologiquc. 

S i on se doutc qu e l'cau contien t du chlore, on doit contrecarrcr son 
action en plaçant dans les fl acons prélèvemcnt-échantillons de rhypostùfit e 
sodique au moment dc l es s tériliscr (0,25 mi dc la solution au lO pour 100 pour 
d es Ha con!' d r 250 mi). Les fiacons doivent avoir une capacité (]p 250 mi. 

Lcs échantillon!' cl'eaux dc consomrnation cn bouteill e seron t toujours 
dt ~s houtcillcs fermécs du com rnC'rce . 

1.1 . M utérirf. 

Le matériel en YCrrc doit ctrc st érilisé au four P a!' lf•ur 180 °C pcndant 
l h, sans arrivcr à carhoniser le cotou gras utilisé dans k conditionueuu·nt 
(Lou chons) . 

Atw. l xt . SuJJlT. ,"'1'frnit(i ( 1 ~)7ti) 12, J.l~ - lti~ \. 
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Il est nécessaire Je disposer de: 
Pipettes d' l ml hornes, graduées en dixième. 
Pipettes de 5 ml hornes, graduées en mi. 
Pipettes de lO ml hornes, graduées en ml. 
Tubes à essai de 16 mm de large par 16 cm de haut. 
Tuhes à essai de 22 mm de 1arge par 22 cm de haut. 
Plaques Petri d'un diamètre utile de 9 cm. 
Plaques Petri d' un diamètre utile de 6 cm. 

H7 

Les plaques Petri s'envcloppent dans une feuille de papier de filtre ou 
de papier aluminium. 

Les pipettes se montent dans les tuhes. 
Si le papier de filtre et le coton employé dans le conditionnement du 

matériel présentcnt des signes de carbonisation , on ne doit pas employer 
ce matériel, car Ics produits résultants de la carbonisation ont un fort pouvoir 
antiseptique. 

On doit controler la stérilisation du matériel avcc l'inclusion du papier 
indicateur. 

2. Dénombrement total de colonies 

2.1. Milieu de wlture. 

P cptone hactériologique 
Extrait dc levure • 
Gélose . .. 
Eau distillée • . 

6 g 
3 g 

15 g 
1.000 ml 

On dissout le peptone e t l'extrait de lcvure dans le l'eau distillée, par 
chauffage doux. On ajoute la gélose. On met le tout dans l' autoclave pcndant · 
20 min à 120 °C. Lorsque le mélange est retiré de l'autoclave et a atteint 
une température approximative de 50 °C, on adapte le p H à 7 ,2. O n le dis
Lrihue dans des tuhes de 220 par 22, à raison de 15 ml. On les mct dans l'auto
clave 15 min à 115 °C. Le pH final du mélange doit se rapprocher de 7. On 
le COnservera de préférence dans UO réfrigérateur ( + 4 °C à + 8 OC), CD 

préparant la quantité suffìsante pour un mois. 
Ce milieu est fondamenta! pour le dénomhrement de colonica et , bien 

que l'on pu.isse employer la gélose n ourrissante deshidratée, que livrent lea 
différentes maisons commerciales, il faut la préparer toujours dans le labora
toire pour controlcr la qualité dea milieux commerciaux qui s'utilisent. 

2.2. T echniques. 

a) On utilise des plaques Petri de 90 mm d e diamètre, lavées e t stérilcs. 
b) De\Lx plaques rcçoivent chacune l ml d'eau à an aliser . De\Lx autrPs, 

l mi d'eau diluée au l flO et accidentcllement, d 'autres séries de deux, avcc 
l ml de dilutions au 1/100 et 1/1.000. 
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Le nombre de dilutions dépend de In richesse du peuplement microbien 
découvert dans les analyses nntérieurcs. 

On «'mploiera uniquement dcux plaques dc P etri innoculées d ' l mi pour 
Ics caux traitées avec dcs antiseptiques et pour celi!.' qui n 'ont pas été trai
t écs et qui contienncnt un pcuplement rnicrohien rare. 

c) Les plaqurs à utiliscr pour le dénomhremc•nt sont ecllf's qui ont, 
après l'ineuhation. au moment de la lecture, entrP O f' t 300 colonil.'s comm<' 
maximum. 

La ùilution des eaux ponr dénomLrc•mcnt, lorsqu'il sera utile de l'crn
ployer, S<" fera de La façon sui,·ante. Il n'es t pas conseillé l'utilisation d'eau 
distillée. dans cles c irconstances précises elle peut avoir un pouvoir st érilisant: 
pour cettf' raison, il faut employer la solution de RingC'r comme liquide di
luant ('t dont la composition est la sui vantC': 

Chlorurc dc sodium 9 g 
ChiMure dc potassium . 0.42 g 
Chlorure dc calcium 0,48 g 
Bicarhonatc d c· sodiurn 0,2 g 
Eau distillée (sur cristal) 1.000 mi 

Un volume de Cl' tlc· solution s'ajou te à 3 volum('S d 'eau distillée. La solu
tion ainsi ohtenuf• S(' distribul.' c.lans dc·s matras et sr stérilis<' cn autoclav<' 
pcndant 25 min à 120 oc. 

d) On fait fondr(' au hain Marie Louillant Il.' nombre d i.' tulws di' gc~

lose commune suffi~;ant (décrit dam; 2.1.). On laissl.' refroidir à 45 °C. On l ('~ 

sort du récipient e t 011 les sèchc- cx téricurcment à l' aidc d'un chifl'on appro
prié. On vcrse ascptiquernent 1<- contenu d ' un tube" sur chaquc plaque. On 
agite ~nucl'ment par des mouvement8 eirrulaircs pour assurer un mélang" 
homogì•nf• d i.' r eau et d f' la gélose, sans fain· dc bulles et sans mouiUcr IN• 
IJnrds dc la plaque. LI' milien doit ctrc in corporé dans Ics IO minutcs qui 
suivent la mise d(' l'eau sur lt's plaqul.'s de P etri . 

O n l aisse refroidir le m il eu 8ur une surfacc horizoutale. O n in eu})(' Il'~ 

plaqucs P etri . utw di' chaqul' ~rric · (('au pure on dilu éc). dan!' une étu,·e à 
37 oc. 1> •·c•ste, dm1;; une étu\ •' à 20-22 °C. l .es pl aqu<'s en ineubation doi 
vent n ·Rtn avec le cou\'('rclc· vcr;; en has et dans l'obscuritc'.. 

r} LP dénomhrr mr nt d(' colonie8 se fai t dans l ('~ 24 h ( · l h) sur In. 
pl aquf's in cubées à 37 °1.: 5 jou rs aprl'S, puur ccll<'s r1ui o n t. h•~ incuhéPs i't 
20- 22 °C. On utiliRNa pour le dénomln·('m('Jtt les plaqut·s qui auront eomnw 
maximum ju:-qu'~• 300 coloni<'s. 

2.3. Exprrssion de.~ rfsu ltats. 

On nol<'ra: 
:\Tomhrc de <"Oionil's, aprc'>Jo< 24. h. à 37 oc. p ar mi. 
~ombre de colonies, aprì·:: 5 jours. Ìt 20-22 oc. par mi. 

-
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Les procédés de dénombrement de colonies par culture dans un milieu 
solide, ne permettent pas d ' affirmer qu' une colonie provient de la multipli
cation d'une seule cellule bactérienne; une homogénéisation déficiente pen
dant !es semailles, ou la présence de germes réunis au meme point (staphy
locoques), ou le hasard, donneront une seule colonie, les chiffres réels étant 
supérieurs. Les anaérobies strictes ne sont pas capables de se clévelopper dans 
ce milieu, ainsi que quelques aérobies saprophy tes des eaux. 

L e dénombrement total de bactéries au point de jaillissement, n 'at
teint pas l'importance qu'on lui donnait anciennement, bien qu' il fournisse 
des indications utiles sur le degré de protection des taux souterraines. Un 
scul dénombrement a peu de v aleur; les examens doivent ètre répartis pen
dant plusieurs époques de l'année. Une quantité de colonies sensiblement 
constante nous indiquera l'existence d'un bon J)érimètre de protection. 

3. Colimétrie 

La colimétrie comprend deux processus techniques: 

a) Dénombrement de coliformes. 

b) ldentification de E scherichia coli. 
On entend par coliformes, ces germes dans lesquels, a priori , on tient 

compte d 'une seule propriété biochimique importante, mais pas caractéris
t ique, comme l'est la fermentation du lactose. 

La taxonomie des entérobactériacées souffre des modifications d'après 
Ics découvertes scientifìques; dans l'actualité, il est impossible de maintenir 
ce critère, car il faut tenir compte de l'existence des coliformes incapables de 
fermenter dans le lactose. 

La colimétrie d'une eau tend à découvrir et dénombrer le Escherirhia coli 
et les autres germes appartenant aux espèces Klebsiella, Citrobacter et En
terobacter. Ceux qui appartiennent à ces trois espèces, se classent romme 
coliformes. 

3.1. Colimétrie dans des milieux liquides. 

3.2. Méthode indicative. 

On décrit dans ces normes uniquement la technique indicative, qui 
utilise un milieu de culture lactosé avec cloche d e fermentation « Durham » 
comme détecteur de fermentation du lactose et un indicateur de pH, 
pourpre de bromocrésol. On rejette les méthodes sélectives qui contien
nent des substances inhibitrices qui p eu vent inhiber et rendre difficile la 
colimétrie. 

A11n. / st. Supt r . Sa.aità (19i6) 12, H 2- 169 
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3.3. Méthode cl1) cuht,re. 

Bouillon JactMr: 

a) Concentré. 
E xtrait dc viande dc bocuf (i g 
P eptone h aetériologiq Li r lO g 
Lactosc . . . . . . . 10 g 
Pourpre d c hromocrésul au 0,3 pour 1 00 1 mi 
E an distillée . . . . . . . . . . . 1.000 mi 

On fa i t dissoudr e les composants p ar chaufrage. O n ada p te l(' p H à 6,7. 
On distrihuc en qu antité dc 10 ml dans des t uhes d1· 220/22 m m munis dr 
cloche à gaz. On stérilise en autoclave 20 mi n à 120 oc. 

b) Simple. 

3 g 
5 g 

E xtrait dc viande dc boeuf 
P eptonc bacté riologique 
Lactose • . ..... 

P ourpre dc hromocrésol au 0,5 pour l 00 
Eau dist illée . . . . . 

5 g 
4 mi 

l.OOU mi 
Dissoudrc p ar ch au ffagc. A dapll•r le pH à 6.7, distrilm er à 10 mi da ns 

cles tuhrs de 160/16 mm, munis d <' cloche d1• fermentation . Si on ne d ispo:;r 
p as dr ccs ingrédicnts dc h ase on peu t u t il isrr dcs m ilicux: dcshidratés que 
l'un trou ve dans le rommcrce, conformément aux SJ1écification ~; s uiYantcs: 

l no(•td . 

no i 

L l o 
su 

3.4. Teclwiqur. 

Analysc présum ée. 

Vol. du wi lie·" \ 'ul, du mili(•u 
dau io, le- tub~. àVt'(' i111H ul, 

mi 

IO 

l O 
50 

mi 

l l 
211 

l Oti 

On sènu-ra pouT chaqu~' échan t illon d 'eau: 

Qu•nlil o' l 
dt• milit•u 

Ù el'lhiclrtt l ~ pnr 
1.00(1 "' l 

~-

l t uhr avec 50 m i cf rau dans 50 mi d(' miliru concentd . 
5 t uhes an·r l O mi d 'eat• dans 10 mi d1· miliru concrntr(. 
5 t uh es a wc l ml d'eau dans 1 O m l d(' milieu simplc. 

Pou r chaqur S<'maillc cn r mploi('ra cles p ipet t!'s difi'érentcs. 
Lrs milicux S<'m é!; SI' p la cero n l dans 1111<' étuv<• à 30 oc ( ~- ] oq 

p cndant 4-3 h. T ous ces tuhes dans lrsqurls )(• lactose u fnrmcnté avcc une 
production de gar. appréciable. scron t considérés romm<' por trurs cle 
coliformcs . 
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Pour évaluer leur nombre, se rapportN au Tableau l, tlans lcqud on 
effectue le calcu l de l' indice NPP (nomhre plus probable) dans 100 mi d'cau. 

Les l'ésultats cles culturcs antérieures sont uniqucment présumés. Il 
existe des réactions fausses dues aux germes des espèccs Bacillus et Clos
tridium, qui peuvcnt fermentcr le lactose avec production de gaz. Dans les 
tubes positifs il faut identifier la présence (le Escherichia coli ou de coliformes. 

3.5. Analyse de confirmation. 

L'isolement et l'identification constituent 
prochable pour obtenir des résultats nets. 

Milieu Gélose (Gélose, de Teague Levine). 
Peptone bactériologique 
Lactose ... ... . 
Phosphate bipotassique 
Gélose . . . . . . 
Eosine jaunatre 
Bleu de méthylène 
Eau distillée 

la tcchnique la plus irré-

10 g 
10 g 

2 g 
15 g 
0,4 g 
0,065 a 

l) 

1.000 rnl 
Dissoudre Ics ingrédients par chauffage doux dans de l'eau. Adapter le 

pll à 7,2; clistribuer 20 ml dans cles tubes de 220 par 22 mm. Porterà l'auto
clave 20 min à 120 oc. 

3.6. Technique. 

On fait fondre au bain Marie bouillant. On agite jusqu'à l'apparition 
d 'une coloration pourpre foncée. On verse dans une boite de Petri de 9 
cm. On fait sécher en étuve à 37 °C avec couvercle ouvcrt. 

Les tubes de bouillon lactosé suspects s'agitent pour homogénéiser. On 
prcnd une poignée de culture que l'on dissérnine sur le milieu de Tcague 
Levine. On incube à 30 °C pcndant 24 à 48 h. 

Le Escherichia coli et quelques Citrobacter donncnt dans ce milieu des 
colooies platea colorées en violet fon cé, avec un reflet métallique caractéris
tique. Klebsiella et Enterobacter donneot cn général dcs colooies rosécs 
avec un petit centre blcuté, muqueuses et convexcs. 

Celles qui ne fermentcnt pas donnent des colouies incolores. 

3. 7. Jdentification d es colo~ties . 

a) Enscmcn cer à nouvcau les colonies d'aspects Jiffért' nts dans milieu 
dc Kligler strie et piqure, incuber à 37 oc 24 h. 

b) Vérifier la pureté de la souche obtcnue dans Kligler , par tcinture 
de Gram. Observation de mobilité cn microscopie. 

A nn. 1•1. S 11ptr. S anità ( l 076) 12, 142- 169 
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c) Ensemenccr Jans le milicu de Ferguson S tuar pour vérifier indole 

l' t uréas, à partir du milieu de Kligler . 

d} Enscmenccr dans le milieu de Simmons pour rendre 
l' utilisation du citrate de sodium à partir du milieu de Kligler. 

Semer dans le milieu de Ferguson Stuar: · 
Composition du milieu Ferguson Stuar: 
L-Try ptophane 0,3 
PO.KH" 0,1 
PO,K. H 0,1 
CINa. 0,5 
U~a. . 2 
Alcool 95° 2 

év idcnte 

(r 
o 

g 
g 
g 
g 
g 

Rouge de phénol au l pour 100 
Eau distillée • o o o o o o 

0,25 nù 
100 ml 

Après la dissolution, on 6ltre à travers une bougie stérilisante. Ce milieu 
;,e conserve dans des tubes indéfinirnent, lorsqu' il se maintient congelé 
(congélateur clu frigorifique)o Faire fondre au bai n )!arie à 60 °C, dans le 

hut de dissoudre correctement leurs composants. 
Sur l mi de ce milieu mis en tube d' hémolyse, on émulsionne le conteno 

tle culture d'une poignée de p latine rccueillie du milieu de Kligler. On in

cube à 37 °C 24 h. 
L'apparition d'une couleur rouge cerise démontre la présence d' uréase 

posi tive. 
On incorporc à ce tube 6 gouttes d(! réactif Je Kovacs; la préscnce d'in-

dole se traduit par une coloration rouge c•·rise tlans l' anneau supérieLir. 

Réactif de Kovacs: 
Paradimetil amino-benzaldehide 5 g 

Alcool amylique . 75 rnl 

Acide chlorydrique pur 25 ml 

~1ilicu de Simmons (citrate): 

Sulfatc de magnésium . 0,2 g 

Phosphate monoammonique l g 

Phosphate bipotassique l (T 
o 

C:itrate de sodium . 2 a o 

CINa. 5 (T 
o 

Bleu de bromotimol 0,08 g 

Gélose en poud re 15 ~ o 

Eau distillée 1.000 mi 

Dissoudre par chauffage. Adapter le pH à 6,8. Dist ribuer environ 3 ml 
de milieu dans J es tubes de 16 cm. Stériliser à 120 °C 20 min . taisser refroidir 
cn position légèrement inclinée pour obtenir une petite surface de semaille. 

AHH o Id. o'll~fo o'uHilà (1976) 12, U2-169 
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}l CSt llf. CC'SS8Ìf(' rntiJisatÌOll dP tubes CII Yerre ncufs; SÌ iJs Ollt SCTVÌS p our 
d'autrcs milieux df' culture. il" doin•nt ~~ lrt' traités avcc un m élange dc sulfll· 
chromiquc et ensuitP etre lav{o,_ an•c dc 1\·au distilléc. Des pctitcs traccs di' 
uourri~;s autl' dans Il <•~< tu bes usa~és pcu,·cnt fausscr Ics résultats de ce t essai. 
Ce mili('u . Difco l ' l (hoiù )(' fournisscnt. d e!:'hidraté. 

A p artir d' un1· r ultun• t' li milieu l'nliclt• de K ligler, o n sèm c c n milicu d t> 

SimmonF. La culture utiliséc pour la st•maillr doit é trt' de la partie supérif'un· 
de la strit·, s ans tou<'hcr le milit•u où il est , pour ne pas rctircr avec la poignée 
des nourrissants qui puissent fausser )p n:sulta t da ns le milicu dt· Sirnmon,.,. 

La scmaillc s'incubf' 24 h à 3ì °C. 

Un résultat né~atif appa rait car il u'y a pas d'altération dans la coln
ration V('rtc du miliPu de cui turc à l 'endroit de scmaille. Un résultat positif 
se traduit par rapparition d'un(' couleur hleuc plus ou moin inten;;c à 
l'endroit dP la sem a illt' du milir u . 

3.8. Critère d'identijìwtion dP E scherichia coli fécal. 

Fermentation dr lactoi>r avcc acide et gaz. 
SII~ 
Indole .. 

Colonics dc Tcague Lt"vine au rcfl l't métallìqur. 
Milieu de Simmons (ci tra t e). absrncr dc croissem ent. 
Mìcroscopic, hacilles Gra m négatifl' mobiles. 

Négative 
Positive 

Su r le Tableau 2 vous pou' cz consult<'r d'autrt'~ rénctions caractéristiqu rs 
en entérobactériacées. 

3.9. Co/im.étrÙ! par jiltration sur membra111'. 

ANut•llemrnt. la teclmiqur dt· filtration s ur nu·mùrane est recommandt~t· 
pour l r~ l'xamens rou tiniers d N' raux. Son emploi possèdc dcs a,·antagrs l't 
d es limitati11n!'< qut' \'Ou~ d•·n·z connait n·. 

Avantages: 

- E lh· a un dc~n~ plus éJI',·é J c préc i ~ ion . 

- E lle permrt I'rxam en d t· \'Oluml',., plm; grands d 'échantillons. 
- On ohtit>nt di'H résulta t,. définitif.<: cn moins df' t emps qn'avcc le pro-

<"édé des tuLes. 

- Elle permf' t lu filtration d't-chantillon!'- dan:: lr champ l't lt· transfert 
d es mcmhranes an laboratoin·. dans di'l't milieux dc conserva tion. 

- Eli(' est utile pour cii'!'; sit uations d ' urgence, pour infor ml'r en peu de 
temps. 

- Elle est utile pour )('s caux habi tuellemcnt JWU l'ontamin ées. 
- Elle est trt'>s inùiquéc pour Ics eaux fortement minéralisées, qui pro-

Yoqucnl des réactiom; fortes t' H colim~trit· dans les milieux liquidcs . 

. l nn. ili. S141><'r. ~011iM ( 11176) 12, 142-169 
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TA Df. F.AU 2 
Scbéma biochimique de iliagnostic générique 

( 

Oxydase -

l 

Lactose 
p Galacto
xydase-

Lactose ± 
{J Galacto
xydase + 

Luctose + 
p Galacto
xydase + 

Oxydase + Aeromonas 

Limitations: 

r Urt' ase + Proteus 

l ( Indole - L .D.C. + Sal monella 

Il l d l C L.D.C. - T .D.A. + Provideneia 
1 In oe +~ 

i _ _ 1 l L.D.C. + SH2 + E dwnrs it·lla 
1 l.,; rease -
1 r L.D.C. -l Indole ±l T.D.A. - Shigella 

L L l SH~ + 

I 
Uréase + Yersinia 

( Indole - SH~ + Arizona 

l { Gclotinusc - Arab + 

l 
Uréase- i Hufnia 

L.D.C. + SH~ -l Gelutinose + Arub -
l L L Serrut ia 

l
f Uréase + Klebsiella 

r E scherichia 

1 Uréase - Indole ± i S H2 + L.D.C. - Citrobocter 

L l SH~ - Rafinose + Enterobacter 

- Dans Ics caux t roubles, contenant cles aJgues ou du planc ton, lt:s filtres 
s'obstrucnt rapidement, empèchant la 6Itration de volumes raprésentatifs. 

- Ces memes subs tanccs, ret enues par la membrane, interférent rlans 
le développement cles colonies caractéristiques, de coliformes. D es défauts 
c.l ans Ics memLraoes, des petites fissures, donnent des résulta ts faux. 

- Une t cchnique incorrecte donne cles mauvais résultats. 
- E lle ne détccte pas la formation de gaz du luctose. 

On peut utiliser dcs unités dc 6ltration correspondants aux différents 
t ypcs de Galcnkap, Millipore, etc. Le fondcmcnt de la méthodc consiste à 
faire passer une quantité déterminée d'eau à t:ravers une mcmhrane dont la 
grandeur cles pores est inféricure à celle des microorganismes sur lesquels 
on essaie dc faire des recberches, restants, en conséquencc, rctcnus à la sur
face de !adite membrane. La membrane <'S t r-nsuite déposée sur un milieu 
de culture approprié. 

: l nn. /Il. Sup<r. Sanilll (1076) 12, 142-169 
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3.10. Matériel. 

Lcs flacons qui S<•rvcnlt au prélèvemcnt cles échantillons cl 'eau , ne sont 
pas différcnts clt• ceux employés pour elrec tuer la colimétrie en tu"r. 

Pla<JUCS P e tri: 

Elles JWU\ ent ètrc c' n verrl' (bore- s ilicate ou degré équivalent), cn 
plastiqut• uu cn aluminium. Les plaques dt• P etri en v1•rrr ou en aluminium 
sont s usceptiblt•s de stérilisatiou à l' autoclnve. LN> plaqucs P e tri en plas tique 
doivent etre s térilisées p ar oxyde d 'éthylènc. radiations ultraviolettes ou 
alcool éthyliqm·. Il fau t vérifìer que les plaqucs P etri restent librcs tfcfl'c t 
résiduel di' la méthodc de s térilisation . 

3.11. M embranes. 

On doit crnploycr Ics rncmbranes qui oll'rl'nt cles garanties cn ce qui 
concerne leur capacité di' rctcnue de Lactéries. stabilité, absencc dc subs tanccs 
iubibitrict·s dc croissance et vitcssc dc filtra tion sa tisfaisantc; Ics plus recom
mandées sont les réticulaircs, avcc un diamètre dc pores dc 0.45-0,50 
microns . 

Millipore JIA: Sartorius C0 5: Gelman AMG. 
O n doit St(~rilisl'r dane l'autoclan~ pt'ndant l O min à 120 °C. arrompa

gnét·s dn leurs correspon<lants disqucs ahsorhants dc support. Pour cela, 
o n les introduit en groupcs d P l O unités dans cks boites Pf'tri normalrs de 
10 cm , ou hien on Ics cuveloppc dans un papicr d 'emhallagc fort. 

3.12. Miliett d f! culture. 

Chapman T.T.C. 

Gélose base: 

Extrait de viande . 
Pcptone hactériologiq ue 
Lactose . . . . _ . . 
Extrait dc levure . . . 

Bleu dc hromotimol (sol. à l pour 100) . 
Gélose . . . . . • . . . . . . . . . . 
Eau dis tillée • . . . . . . . . . . . . 

5 g 
l O g 
20 g 
6 g 
5 mi 

20 mi 
1.000 mi 

On dissout les ingrédien ts par chauffagc. On adapte le pH à 7.2. On le 
distrihuc dans des matras à raison de 100 mi. On stérilise en autocJa,·e pen
dant 20 min à 120 °C. 

Au momcut de son emploi on fait fondrc~ au hain :Marie bouillanl et on 
ajoutc à chaque matras 5 ml de trifenil- letrazolium et 5 mi de t ergitol 
(3.13 et 3.14). 

.hm, J,.t . ,':J'UJWr. Snnilti (Hl 7H) 12 14:!- 169 
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On mélange bien la gélose base avec ces solutions, sans faire de bulles. 
On verse ce mélange sur cles plaques P etri de 60 mm. L'épaisseur du milieu 

sur les plaques doit ètre de 5 rom. Les plaques avec milieu peuvent se con
server à + 4 °C - L 6 °C, penda t huit jours. Au moment de leur emploi on 
sèche les plaquc~s en étuve à 37 °C, suivant Ua méthode habituelle. 

3.13. Solution de trifenil- tetrazoliwn. 

Chlorure ou bromure dc 2, 3, 5 t rifenil- tetra
zolium • 

Eau distillée . . . . 

On stérilise en autoclave pendant 20 minutcs à 120 oc. 

3.14. Solution de tergitol. 

Tergitol 7 

Eau distillée 

3.15. Unité de filtration. 

0,05 g 

100 mi 

0,2 g 

100 mi 

Il s'agit d ' un entonnoir sans coutures qui se fixe sur un réceptacle muni 
d'une couche poreuse, qui portera le filtre membrane. L'entonnoir peut se 
6xer sur le réceptacle à l'aide d'un ùispos itif de fermeture en baionnctte 
ou à l'aide de vis ou de pinces, suivant les modèlcs. Le matéricl de constmc
tion peut ètre en verre, en aluminium ou en acier inoxydable ou en n'importe 
quel autre matériel. La stérilisation de l'en tonnoir et du réceptacle doit se 
faire à part, en les enveloppant dans un gros papicr, et cn adaptant Ics pincc~s 

au moment de la fìltration et cn mcme tcmps, avec drs pinrcs stériles, on 
piace la membrane de 61tration avec le quadrillage vl·rs en haut. 

Tout le dispositif se monte sur un matras Kitasato à la tubulure laté
rale, qui puisse permettre la réalisation du vide. La capacité du matras doit 
etre de l l, approximativcment. La tuhulure latérale SI' branche à un dispo
sitif tic vide (pompe électrique, trompe cle vide, aspiratcur rnanuel, et c.), 
pour obtenir une prcssion dilférenticUe. 

Obscrvations: 

Il n'cst pas correct dc placl'r la membrane df' filtra tion à !'l'C, il <"onvicnt 
dc la faire trc!rnper hrièvemcnt dans de l'l'au tlistiJlée stérile, contc•nue dans 
une boite dc P etri, s térilf'. cn verre. Le vide de 6ltration est t rès importa nt; 
il ne doit pas dépasser 30 à 40 cm. Des vides supérieurs provoquent une 
distribution impropre des germes à la surface de la membrane. 
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3.16. Quantité d'échantillon à filtrer. 

On coneeille pour les eaux potahles ou qui pcuvent e tre potahles, de 
filtrer 100 mi, par membrane filtrante, en effectuant deux essais. Le volume 
le plus petit, que l'on doit filtrer, est celui de 20 mi. 

Si les eaux sont très contaminées, on Ics dilue convenahlement avec 
de l'eau stérile tamponnée. 

Eau distilléc • . . . . . . . l l 
Tampon phosphate à pH 7,2. 1,25 mi 

On etérilise 20 min à 120 oc. 
Préparation du t ampon phosphate: 

Phosphate monohasique de potassium 
Eau distillée c.S.P. • . . . . . . . . 

On adapte le pH à 7,2 avec NaOH l N. 

On complète avec de l'eau distillée à 1.000 mi. 

34 
500 

g 
mi 

Chaque fois que l'on filtre un mélange d'eau il faut laver le réceptacle 
trois fois consécutives avec 30 mi d'eau stérile tamponnée qui se fait passer 
à travers la membrane filtrante . 

Une fois que la filtration est terminée, on démonte le dispositif, on retire 
avec des pinces stérilee la membrane, que l'on dépose sur la surface d'une 
plaque de Petri avec milieu de T.T.C. 

La membrane se piace sur l'envers du quadrillage, en prenant soin 
qu'il n'y ait pas de hulles ni de poches d'air qui empecheraient le contact 
intime avec le milieu de culture. 

3.17. Incubation. 

On incube en position inverse pendant 24 h . Une membrane à 37 °C et 
l'autre à 44 °C. 

L'atmoephère de ces étuves d'incuhation doit contenir un 70 pour 100 
d'humidité. On doit piacer un récipient avec de l'eau et du sulfate de cuivre. 

3.18. Interprétation des résultats. 

A) Membranes incuhées à 37 °C 24 h ; lcs caractéristiques des colonies 
so n t: 

Klebsiella: colonies rouge brique ou orange. 
Enterobacter: colonie rouge brique ou jaunes, avec centre orange. 
Escherichia ou Citrobacter: colonies jaunes, avec centre orange. 

A la surface de la gélose sous- jacente à la membrane, toutes forment 
un halo jaune. Les germes qui n'ont pas fermenté avec le lactose, donnent 
des colonies violettes sur fond bleu. 

A 11n. 111. Supu. Sa" itd (1978) 12, 142-169 
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B) Memhranes incuhées à 44 OC pendant 24 h. A cette température 
d'incuhation, la plus grande partie dee coliformes ne se développe pratique
ment pas et il n'en est pas ainsi dee colonies d'EscMrichia coli, qui conservent 
leur aspect caractéristique de couleur jaune avec centre orange et halo jaune. 

Evaluation dee résultats: 

On peut évaluer comme chiffre total de coliformes, les colonies qui 
ont poussé à 37 °C. On peut évaluer comme chiffre total d'EscMrichia coli, 
les colonies caractéristiques qui ont poussé a 44 OC. L'évaluation du nombre 
se rapporte à 100 m.l d'échantillon. 

Le calcul s'effectue ainsi: 

C l · d t'-" 
1100 

m.l Colonies de coliformes/100 O on1es e COl.UOrmes = -----------''-----
ml d'échantillon filtré 

Bien que la sélectivité de la méthode soit bonne, l'identification dee 
coliformes par les méthodes que nous venons d'exposer, est obligatoire dans 
toute analyse formelle. On suivra la technique décrite dane 3. 7. 

4. Streptométrie 

La détermination de Streptocoques fécaux (enterocoques); comprend 
une première étape d'analyse présumée et une seconde étape de con
firmation. 

Milieu de culture. 

a) Milieu concentré (Rothe): 

Peptone 
Glucose 
CINa 
PO,HK1 

PO,H3K 
Azothydrate de sodium 
Eau distillée • . . . . 

40 g 
IO g 
IO g 
5,4 g 
5,4 g 
0,4 g 

1.000 m.l 

Dissoudre par chaleur douce. Distribuer 10 m.l, par tube de 220 par 
22 mm. Porter à l'autoclave 20 min à 120 °C. 

b) Milieu simple (Rothe): 

Peptone 
CINa .. 
Glucose 
PO,HK2 

20 g 
5 g 
5 g 
2,7 g 

.~ nn. 1st. S uper. SanUà (1976) 12, 142-169 
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PO,H2K . ... 
Azothydrate de sodium 
Eau distiUée • . . . . 

2,7 g 
0,2 g 

1.000 ml 

Dissoudre par chaleur douce. Distribuer 10 ml environ par tube de 160 
par 16 mm. Porter à l'autoclave 20 min à 120 °C. 

4 .1. Essai présumé. 

Inoculer 3 tubes du milieu concentré avec lO ml, chacun de l'eau que 
l'on va analyser. Trois tubes du milieu simple de 10 mi chacun avec 
l mi, de l'eau que l'on va analyser et 3 autres milieux simples, avec 0,1 
ml d'eau. 

On incuhe à 37 °C et on examine 24 et 48 h après. 
Tous ceux qui montrent cles troubles microbiens après la période d'incu

bation sont considérés suspects de contenir Streptocoque fécal. Ils seront 
Mumis à l'essai confirmatif. 

4.2. Essai conjlrmarij(. 

On utilise l'éthyl- violet comme sélectif pour ]es Streptocoques. 

Milieu de culture (Litsky): 

Peptone 20 g 
Glucose 5 g 
CINa. . 5 g 
PO,HK2 2,7 g 
PO,H2K 2,7 g 
Azothydrate de sodium 0,3 g 
Solution d'éthyl- violet à 0,01 pour 100 dans eau 

dist illée • . . . . . . . . . . . . . . . 1.000 ml 

Dissoudre par chaleur douce. Distrihuer l O ml par tube de 160 par 16 mm. 
Porter à l' autoclave 20 min à 120 °C. L'éthyl- violet que nous recommandons 
soit des marques Gurr (42 Upper Richmind, Londres) ou le violet d' héxa
méthyle dc Kullman. 

On prend des tuhcs suspects de l'essai présumé, bien agités, une poi
.gnée de culture et on sème e n milicu avcc éthyl-violet. On incube à 37 °C, 
pendant 24 à 48 h. 

L'apparition de t roublc microbien confirme la présencc de streptocoques 
fécaux. On doit l'identi6er définitivement par semaille en m.ilieu solide et 
étude de caractères morphologiques et couleurs. Les streptocoques fécaux 
appartiennent au groupe D d e Lancefield. 

Le NPP (nombre le plus problable) de Streptocoques sera déterminé 
.suivant le Tableau 3. 

Àftft. I.t. Swptr. Sanild (1 076) 1%, U2- 160 
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TABLBA.U 3 
Streptométrie 

Nombre de t.ubea qW do11aeot. Limitee de confi.aoce clu 
r·'•ctioa poai.tive entre 

In d n 
95 % 

! tuboo l 3 tubeo l 3 tubH NPP Limite l lJ_IIlite 
de IO m i de l ml de 0,1 mi in(irieure aupf:rieu:re 

o o o - o -
o o l 3 - 9 

o o 2 6 - -
o o 3 9 - -
o l o 3 0,085 13 

o l l 6,1 - -
o l 2 9,2 - -
o l 3 12 - -
o 2 o 6,2 - -
o 2 l 9,3 - -
o 2 2 12 - -
o 2 3 16 - -
o 3 o 9,4 - -
o 3 l 13 - -
o 3 2 16 - -
o 3 3 19 - -
l o o 3,6 0,085 20 

l o l 7,2 0,87 21 

l o 2 11 - -
l o 3 15 - -
l l o 7,3 0,88 23 

l l l 11 - -
l l 2 15 - -
l l 3 19 - -
l 2 o 11 - --
l 2 l 15 2,7 36 

l 2 2 20 - -
l 2 3 24 - -
l 3 o 16 - -
l 3 l 20 - -
l 3 2 24 - -
l 3 3 29 - -

.4nn. /ol. Swper. Sanitd (1976) lZ, H2-16ll 
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S uite: TABLEAU 3 

Nombre de t\lbu qui d onoent Limite• de confinnce du 
r·i ac t.ion po1itive ~otre 

lndtx 95 ~~ 

3 tubu l 3 tubu l 3 tub .. t'\ PP l.imiu l Li mite 
de IO tu\ de l mi de 0,1 mi inféri eure tuph ieurt 

2 o o 9,1 1,0 36 

2 o l 14 2,7 37 

2 o 2 20 - -
2 o 3 26 - -
2 l o 15 2,8 44 

2 l l 20 - -

2 l 2 27 - -

2 l 3 34 - -

2 2 o 21 3,5 47 

2 2 l 28 - -
2 2 2 35 - -
2 2 3 42 - -
2 3 o 29 - -
2 3 l 36 - -
2 3 2 44 - -

2 3 3 53 - -
3 o o 23 3,5 120 

3 o l 39 6,9 130 

3 o 2 64 - -

3 o 3 95 - -
3 l o 43 7,1 210 

3 l l 75 14 230 

3 l 2 120 30 380 

3 l 3 160 - -
3 2 o 93 15 380 

3 2 l 150 30 440 

3 2 2 210 35 470 

3 2 3 290 - -
3 3 o 240 36 1.300 

3 3 l 460 71 2.400 

3 3 2 1.100 150 4.800 

3 3 3 - 460 -

.&1111. In. S11.~r. SanUd (1076) 1%, 142-lG~ 
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5. Closfridiomirrie 

Il s'agit de la recherche et du dénombrement de Clostridium sulfite
réducteurs (Cl. perfringens). 

Escherichia coli et streptocoques sont témoins de contamioation fécale 
récente. Clostridium perfringens lorsqu'il se trouve seui indique une conta
mination ancienne. Les sporca· ont une résistance considérable aux milieta 
naturels. 

Milieu de Wilson-Blair: 
Bouillon commun • 
Glucose •.... 
Gélose ..... . 

1.000 
20 
30 

mi 
g 
g 

Dissoudre par chaleur. Adapter le pH à 7,6. Distribuer en quantité de 
20 mi dane tubes de 220 par 22 mm. Porter à l'autoclave 30 mio à 115 oc. 

5.1. Technique. 

a) Piacer 25 mi d'eau à analyser dane un tube de 220 par 22 mm. Piacer 
au baio Marie à 80 oc pendant 5 min. Refroidir rapidement, on détruit 
ainsi les formes végétatives. 

b) Quatre tubes en milieu de Wilson- Blair se placent au baio Marie 
bouillant pendant dix minutes. Après la fusion du milieu et l'élimination du 
gaz dissout, on refroidit à 55 °C. A de moment- là, on ajoute au contenu de 
chaque tube l mi de la solution suivante: 

Solution sulfite-ferrique: 
Sulfite de sodium pur cristalisé . . . 
Eau distillée et stérile par ébullition 
Solution d'alun de fer • . . . . . 

Solution d'alun de fer: 
Alun de fer •... 
Eau distillée stérile . 

l g 
9 mi 
4 gouttes 

l 
19 

g 
mi 

Cette solution ne doit pas ~tre stérilisée dana l'autoclave. Le mélange 
de gélose fondu avec la solution sulfite-ferrique doit se faire sane provoquer 
de bulles d'air dane Ics tubes. 

c) Dane quatre tuhes stériles de 220 par 22 mm on distribue 5 mi d'eau 
traitée au préalable, comme on indique dane a). 

On verse dane chaque tube le conteno d'un tube de milieu. On mélange 
doucement sane faire rentrer de l'air. On refroidit avec de l'eau du robinet. 
On incuhe à 37 oc pendant 24 à 48 h. 

Si on suppose que les eaux sont très contaminées, on peut semer dee 
quantités plus petites, l mi, ou l mi des dilutions au 1/10, 1/100, 1/1.000. 

4nn. l1t. Supor. Sanit<l (1976) 1%, U 2-169 
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e. 
C; 

5.2. Lecture. 

Après l'incuhation les colonica apparaissent entourées d'une auréole 
noire, qui en facilite ainsi le dénombrement. 

Interprétation: 
D'autres Clostridium peuvent donner des colonies au meme aspect. 

L' essai confirmatif exige l'isolement du germe et l'étude biochimiqu e diffé
rentieUe, surtout sur Ics colonies qui apparaissent après 48 h. Dans la pratique, 
il suffi t d'évaluer le nombre de colonies noires du clostridium sulfite-réduc
teurs, mis en évidence dans les délais d' incuhation indiqués. 

Expression des résultats: 
Spores de Clostridium-sulfite-réducteurs dans ml. 

6. Determination de Pseudomones productrices de pigments jluorescents 

Dans l'actualité, on connait sept famil les de Pseudomones productrices 
de pigmentation dans Ics milieux de culture de préféren ce exempts de fer: 
P . aérugineuse, P. putide, P. jluorescens, P. chlororaphis, P. auréofacitens, 
P. syringas et P. cichorii. 

Les cinq premières famiUes sont considérées comme saprophytes et les 
deux restantes comme phyto- pathogènes, maoquant toutes d'intéret patho
gène pour l'homme et les animaux. La présence de P. aérugineuse dans les 
eaux mises en bouteilles est indésirable, c'est à dire, une contamination pen
dant la manipulation de la meme (chaines d'embouteillage mal instaUées, 
bouteilles pas assez propres, etc.). 

Dans la recherche de colonies autotrophes on doit tenir compte de l'iden
tification de ces colonies qui produisent une pigmentation fluorescente, pour 
pouvoir déterminer la Camille microbienne f!n question. 

6.1. Identification présumée. 

Ensemencer des colonies suspectes dans des milieu de culture type 
King A et King B, ou similaires, avec incuhation postérieure à 42 °C, 
pendant 24 h. 

6.1.1. Extraction da pigment produit avec du chlorophorme. 

6.1.2. La croissance positive à la température de 42 °C et l'incorporation 
du pigment au chlorophorme impliquent un essai présum.é de P. aérugineuse 
mais pas un diagnostic confìrmatif. Dans des circonstances indéterminées, 
n'imporle quelle Pseudomone productrice de pigmentation peut donner un 
tableau similaire. 

.tlrtrt. 111. S11ptr. S1nità (11}76) 1%, 142-189 
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6.2. Diagno61U tÙ confirmation. 

La souche suspecte sera remise au Centre N ational de Référence de la 
Direction ~nérale de la Santé, ou seront réalisées les essaia diagnoatiques 

sui v ante: 

a) Etude de l'anatomie F1agelar. 
b) Action sur la tréhalose. 
c) Action sur le géraniol. 
d) Action sur le 2-.ketogluconate. 
e} Piocianotipie. 

Avec cee essais déterminatifs, on peut clliférentier lea différentea familles 
de Pseudomones pigmentées et arriver au dignostic de confumation de 
Pseudomone aérugineu8t'l. 

7. Denombremem total de moisissure 

7.1. Milieu de culture (Saboureau Dextrose Géloae). 

Dextroae • . . . 
Extrait de levure • 
Gélose . . .. . . 
Eau distillée • . . 

20 
5 

20 
1.000 

g 
g 
g 

mi 
Humecter les· ingrédients en les laissant repoaer 15 min. Disaoudre en 

chauffant doucement. Adapter le pH à 7,2 ± 0,1 et stériliser dane l'autoclave 
20 min à 121 °C. 

7 .2. Technique. 

Mettre en double, l mi de la aérie de dilutions décimales de l'éch antillon 
aur dee plaques de Petri de 9 cm de diamètre. Ajouter environ 15 mi du milieu 
de Saboureau fondu et maintenu à une t empérature approximative de 47 oc. 
Mélanger doucement en faiaant toumer les plaquea troia foia dane le aena des 
aiguilles d'une montre et trois autres foia en sena contraire. 

lncuber pendant cinq jours à 22 ± 2 °C, en position inverse. Compter 
le nom.hre de colonie& de moisiaaures aur les plaquea qui ont 75 ± 25 colonies 
cinq jours après. Calculer le nom.hre de moiaiaaures, en multipliant le nom.hre 
d e colonie& par le facteur de dilution . 

8. Controle microbiologiqJU des bouteillP!f 

Lea bouteillea qui vont contenir les eaux minf. ro-médicinales doivent 
atteindre un degré de stérilité qui les rendent acceptable pour lcUl' emploi. 

.d'"'· i•'· ;,uprr . .Sat~iù (1970) lZ, U &-loe 
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8.1. Denombrement microbiologique. 

Milieu de cultu.re: 

Triptone (Difco) 20 g 
Extrait de levure 3 g 
Glucose l g 

PO,HK2 l g 
Hyposulfite sodique l g 
Chlorure de sodium 5 g 

Gélose 25 g 

Eau distillée . 1.000 m l 

On dissout les ingrédients par chauffage, le pH s'élève à 7. On distribue 
en tubes de 220 par 20, en quantité de 25 mi par tube. On s térilise en auto· 
clave 20 min à 120 °C. 

8.2. Technique. 

On utilisera celle du Bacon roulé. Au moment de son emploi on fait 
fondre le milieu de culture au bain Marie bouillant, en laissant refroidir 
ensuite jusqu'à 60 °C. On verse dansla bouteille à examiner (dc l l de capacité), 
en la bouchant avec un bouchon en coton gras stérile. On fait rouler sous 
l'eau froide jusqu'à ce que l'on ohtienne dans l'intérieur de la bouteille une 
pellicule solide régulière de gélose. L'utilisation d 'un apparci! mécanique de 
roulement donne une distrihution plus régulière. 

La bouteille s'incube à 20-22 °C, pendant cinq jours, en position hori
zontale et dans l'obscurité; pendant cette période, elle ne doit pas etre changée 
de position, pour éviter les déplacements de l'eau de condensation. Effectuer 
dénombrement de colonies de bactéries et de champignons. Pour des bouteilles 
de capacité moindre, 20 mi de milieu de culture sont suffisants. 

Sur certain t ype de bouteilles on peut effectuer une distribution uni
forme de milieu de culture. Le controle microbiologique doit alors s'effectuee 
en rinçant l'intérieur de la bouteille avec un liquide déterminé qui se sèmr 
ensuite. 

8.3. Liquide de rinçage. 

Phosphate monopotassique 

Hyposulfite de sodium 

Tamol N (Difco) 

Soude • .. 

Eau distillée • . 

0,0425 g 
0,15 g 
5 g 
0,008 g 

1.000 m l 

ÀM- 111. Supu. Sanità (1970) 12, 142-169 
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Distribuer dllll8 dea récipienta fennée à vie et stériliser en autoclave 
pendant 20 mio, à 120 OC. 

Technique: 

On incorpore dllll8 chaque bouteille, objet de contròle, 10 ml de liquide 
de rinçage. On fait dee mouvements circulaires sur la surfac.e intérieure et 
on agite énergiquement. 

Recueillir le liquide de rinçage dana un tube stérile. Placer l ml sur 
eh a cune dea cinq plaques de Petri. V erser le milieu de culture que nous dé
crivons à la suite, fondu au baio Marie bouillant et refroidit à 50 OC. 

Milieu de culture: 

Triptose (Difco) 20 g 
Extrait de levure 3 g 
Chlorure de sodium . 5 g 
Gélose . . . . . . . 15 g 
Eau distillée • . . . 1.000 ml 

Dissoudre par chauffage. Adapter le pH à 7- 7,2. Verser 20 ml en tubes 
de 220 par 22 et s tériliser 20 mio à 120 OC. 

Lecture de résultata: 

Le dénombrement de colonies se fait cinq jo11J'8 après l'incubation à 
20-22 °C, le nombre total concentré dana les cinq plaques de Petri repré
sente la moitié des organismes contaminante du Bacon. 

9. Controle microbiologique des fermeturu 

9 .l. Bouchons couronne. 

On frotte la partie du bouchon couronne, qui sera en contact avec 
l'eau, avec un petit balai construit avec du coton hydrofile sur filament 
d'aluminium. 

Le petit balai se stérilise au préalahle en autCJclave pendant 20 ·:mio 

à 125 °C. 
Avant aon emploi, pour faciliter la récupération dea microorganismes, 

de la surface à examiner, on l'imbibe dana la solution suivante: 

Triptone (Difco) . l g 
Chlorure sodique . 8,5 g 
Tween 80 l g 
Eau distillée 1.000 ml 

pH à 7 - 7,2, stérilisation 20 minutes à 120 °C. Dans ces conditions 
de travail le 50 % dea microorganismes de la zone frottée se fixent sur 
le petit balai. 

Ann. l1t. Super. S4nil4 (l976) U , le-109 
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Après avoir frotté l e bouchon cour.:>nne avec le p eti t balai, ce dernicr 
se trcmpe dans un tube qui contient 10 ml d e la solution suivante: 

Triptone (Difco) . l g 

Chlorure sodique . 8,5 g 

Eau destillée . . 1.000 ml 

pH à 7 - 7,2, on stérilise 20 min à 120 °C. 

On égoutte plusieurrs fois le petit balai contre la paroie du tube. Le 
liquide égoutté se sème à raison d e l m\ sur ch acune des cinq plaqucs 
d e Petri. Ensuite on verse sur les plaques le meme milieu de culture que 
celui qui a été utilisé p :mr le controle d cs bouteilles, à l'aide de la te
chnique de rinçage. 

Ce milieu doit etre fondu au préalable et refroidi ensuite à 50 °C. 
Le dénombrement d es colonies s'efl"ectue cinq joura après l'incubation 

à 20-22 °C. 

9.2. Capsules en plastique. 

Milieu de culture - On utilisc le meme milicu que cclui que l 'on rc
commande p our le controle des bouteilles, à l 'aide d e la t echnique d e rinçage. 

Technique - Sur une plaque de P etri on verse une mince conche dc 
3 mm de milieu et on laisse r efroidir. On dépose sur une surface deu" ou 
troia capsules coupées asep tiquement en fragments. 

Distribuer une conch e du meme milieu à 50 oc, en quantité su.ffisante 
pour remplir et r ecouvrir les morceaux de capsule. On laissc refroidir 
et on incube p znda nt cinq jourò à 20-22 °C. Ensuite on passe nu dénom
brement des colonies. 

Résumé. - La legislation espagnole expose les requisitions microbiolo
giques d 'eaux minéro-medicinales emhoutcillés. Cee requisitions on a été 
reglé par Decret 607/ 13 mars 1975, et so n t l es suivants: 

- Parasites et microorganismes pathogènes, absence complete. 

Numération totale dc Fungus, absence en 100 ml. 
Numératioo totale dc coliformes, absence en 100 ml. 
E. coli, absence en 100 mi. 

Numératiou de Streptocoquea, abaeoce en 100 ml. 
Numération de Clostridium sulfite reducteurs, absence en 100 ml. 

On detaille les methodcs techniques qui se adopt ent en Espagne pour 
J'investigation microbiologique d 'eaux minerales . 

.dnn. I1t. Super. Sar~ità (1976) l%, 142-1611 
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NoUII trouvons parla premi~re foia d8.D8la legialation espagnole, l'aheence 
de Pse~moncu aerugi.nosa d8.D8 les eaux mineules de boisson. 

On detaille les techniques de differentiation entre Pseudomoncu aeru
gintna et dee autres Puudomonas qui produissent pigments fluorescents. 

On détermine que la diagnoetique de confìnnation dait etre toujours 
realisé par le « Centre de Reference » qui concerne au Directeur Generai 
de la Santé. 

Summary (Microbiolo8ical nutluHh for ~ analyris of minerai waurs). -
The Spaniah legislature has announced the required microbiological stan
dards for bottled minerai waten. Theee requiremente were the subject of 
« Decr~e 607J13th March 1975 » and they are the following: 

- A total ahsence of paraaitee and pathogen microorganiaiD.8. 
- A total account of Fung1u: aheence in 100 ml. 
- A total account of colifol'ID.8: ahsence in 100 ml. 
- E. coli: entire ahsence in 100 ml. 
- A total account of Streptococcus, absence in 100 ml. 
- A total account of Clostridium eulphite reducing: aheence in 100 ml. 
- A total aheence of Pseudomonas aeruginosa in 100 mi. 

Several technical methoda which bave heen adopted in Spain for the 
microhiological investigation of minerai watere bave been described. 

For the firet time the Spanieh legielation hae specified the total abeence 
of Pse~moncu aeruginosa in minerai watere and techniquee wich reveal 
the difl'erentiation hetween Puudomoncu aeruginoso and other Pseudomoncu 
by ftuorescent pigmenta. 

The confirmation of diagnoeis must be to cany out by the Director of 
National Reference Centre of Health. 
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