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TABLES POUR LE DENOMBREMENT
DES MICRO-ORGANISMES APRES CULTURE
(MILIEUX SOLIDES)
Extension & 1a recherche

Le dénombrement des microorganismes en général, et des coliformes
entre autres, par comptage des colonies obtenues & 30°C a fait 1l'objet de
normes AFNOR, respectivement V 08-011 et V 08-015, qui en fixent les direc-
tives générales. L'adaptation des principes de ces normes a des travaux de
recherche nous a conduit & formuler quelques commentaires pour présenter
les tableaux, insplrés des directives, permettant la lecture directe du
résultat en fonction du nombre d'unités gqui ont donné naissance aux colonies

("unités formant des colonies : U.F.C.").

Dang le mode opératolire décrit par la norme l'opération qui
conaiste & couler une gélose non nutritive & la surface de la gélose nutri-
tive aprés ensemencement est facultative. Trois types de colonies peuvent
se développer & sa surface. 11 est facile d'écarter de la numération les
colonies de moisissures et de les dénombrer a part ; jusqu'ad ce que des
travaux spécifiques aient confirmé leur présence dans les produits, nous
les consideérerons comme des soulllures. Notre opinlon est fondée sur leurs
variations morphologiques et sur l'irrégularité de leur mise en évidence
a4 partir d'un méme produit, d'une analyse & une autre. Les colonies de
levures et de bactéries ont la méme apparence. Les micro organismes A

retenir & 30°C sont donc de deux types.

I1 est recommandé de ne retenir pour le dénombrement que les
boites ne contenant pas plus de 300 colonies ou U.F.C. ("unités formant
des colonies"). Certains auteurs (TOMASIEWICZ et al., 1980) retiennent des
limites différentes de celles préconisées en fonction du taux de dilution
de la suspension-mére, soit 70 - 140, 40 - 200 et 25 - 250 colonies par
bolte pour les dilutions respectives au 1/?, 1/5 et 1/10. Selon ces auteurs
les risques d'erreurs intrinsdques et extrinsdques sont ainsi réduits au

minimum.
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En fait 30, multiple de 5 & retenir si N < 100, est représentatif

d'un nombre de colonies compris entre 28 et 32,

De méme 300 est retenu pour un nombre de colonies compris entre

295 et 305. La limite 30 - 300 est reportée a 28 - 305.

Dans 1l'expression des résultats de la norme le nombre compris entre
1,0 et 9,9 doit souffrir quelques exceptions. En effet, si le facteur de
dilution est 5 il est nécessaire de connaitre le deuxi2me chiffre aprds la
virgule pour rester dans les intervalles habituels si 195 < N ; 305. Dans
le cas contraire, un seul nombre 1,3, par exemple, serait retenu pour des
nombres 4'U.F.C, compris entre 255 et 274 alors que deux multiples de 10
sont inclus dans cet intervalle. Le facteur de dilution est l'inverse du
produit du taux de dilution de la suspension-m2re par la fraction de millilitre
ensemencée. Le tableau | donne les facteurs de dilution susceptibles d'8tre
utilisés le plus frégquemment en recherche. Ils sont, le cas échéant, 2
multiplier par autant de puissances de 10 gqu'il y a de dilutions successives

de raison 10.

ml ou Diluticns-

fraction de ml 3un3 142 1/5 1/10

de la dilution-mére ETes

ensemencée
1,0 2 5 i0
0,2 10 25 50
0,1 20 50 100

Tabl. 1.- Facteurs de dilution les plus courants.

I1 est devenu hahituel dans le département "Utilisation et
Valorisation des Produits de la Mer" de 1'I.S.T.P.M. d'appliquer ces directives

a tous les dénombrements de microorganismes quelle que scolt la température
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d'incubation. Dans le cas particulier des travaux de recherche les deux

cas suivants peuvent se présenter.

1. Des microorganismes primitivement en nombre important (ou
trés faible) diminuent (ou augmentent) Jjusqu'au (ou depuis le) niveau
“moine de | U.F.C.". Deux transcriptions sont possibles :

a) ou bien la limite des mesures reste fixée a 13 ou a 28
et 1'on crée un niveau zéro artificiel ; c'est cette attitude épe nous
avons adoptée ; .

b) ou bien 1l'on dénombre les U.F.C. jusqu'au niveau "moins de
i U.F.C." en faisant état des valeurs comprises entre | et 13, ou 1 et 28,
pour appréhender de fagon plus précise la biocénose microbienne du produit ;

il y a dans ce cas trop de risques d'erreurs.

2. Les colonies sont en nombre suffisant, mais plusieurs types
morphologiques (taille - couleur) sont représentés. Il se peut que certains
golent présents en gquantités inférieures aux valeurs sus-indiquées. Chaque
type est dénombré jusqu'au (ou depuis le) stade "moins de 1 U.F.C.".

Les directives de la norme sont interprétées de la manigre suivante.

A. Boites valables au niveau d'une seule dilution,
i. Dénombrer :
* soit 2 boites dont 28 < N < 305
* golt 1 boite dont 28 < N < 305 et 1 bofite dont N € 28.
2. Retenir deux chiffres significatifs selon que :

=z

< 100, prendre le plus proche multiple de 5

=

> 100, non terminé par 5, prendre le plus proche multiple de 10,

=

> 100, terminé par 5, prendre le plus proche multiple de 20.

3. Multiplier par le facteur de dilution.

4. Exprimer le nombre de colonies par un nombre compris entre
1,0 et 9,9 (cf. remargue supra) multiplier par 1 (n est la pulssance
appropriée de 10 égale & la caractéristique du logarithme du nombre retenu,
‘éventuellement augmentée de la valeur absolue de 1l'exposant de la dilution

de lecture).



B. Boites valables au niveav de deux dilutions.

i. Dénombrer les boites séparément pour chacune des dilutions comme
en A.1.

2. Retenir deux chiffres significatifs comme en A.2.

3. Multiplier par le facteur de dilution comme en A.3.

4. Faire le rapport R de la valeur la plus forte & la valeur la
plus faible :
R < 2, prendre la moyenne arithmétique des deux valeurs
R > 2, prendre la valeur la plus faible.

5. Exprimer comme en A.4.

C. Les deux boftes contiennent moins de 15 (cas de coliformeg) ou moins de
30 volonies (cas des microorganismes) .
Exprimer le résultat sous la forme :
- moins de 15 U.F.C./qg ou /ml x facteur de dilution
- moins de 30 U.F.C./g ou /ml x facteur de dilution.

D. Les boltes ne présentent aucune colonie.
Exprimer le résultat sous la forme

- moins de 1. U.F.C./g ou /ml x facteur de dilution..

Sur ces bases nous proposons une série de tableaux dans chacun
desquels figurent lee nombres, expressions des résultats, & multiplier par
lﬂn et le logarithme correspondant pour les nombres de colonies retenus en
fonction des diluticnc utillsées. Ces nombres ne sont valables que si les
dénombrements sont =ffectués sur des boites ensemencées avec la solution-mére.
Pour les diluticons ultérieures 11 suffit d'ajouter & la caractéristique du

log (et & la puicsance de 10) autant d'unités positives gqu'il y a de dilutions
successives de railscon 10,

Exemples pris hors expérimentation, destinés A expliquer le

made d'utilisation des tables.

A. Suspension-u2re au 1/2 : tableau 2.

1. "ulume enceraencd : 1 ml. Facteur de dilution : 2

lectures : boftte 1 ;3 79 ; bolte 2 : 81 ; valeur retenue : 80.
a)'s81 dilution ensemencée : suspension-mére
Expression du é€sultat ; 1.6.102 U.F.C./g ou /ml, lg : 2,20
3

b} Si dilution ensemencée : dilution 10

Expression du rdsultat - 1,6.105 u.F.C./g ou /ml, 1g : 5,20



2. Volume ensemencé : (,2 ml, Facteur de dilution : 10
Lectures : hofte 1 : 116 ; bofte 2 : 123 ; valeur retenue : 120
a) Si dilution ensemencée : suspension-mére
Expression du résultat 1,2.103 U.F.C./g ou /ml, 1lg : 3,07
b) Si dilution ensemencée : dilution 10*!

4
Expression du résultat : 1,2.10 U.F.C./g ou /ml, lg : 4,07.

B. Suspension-mére au !/5 : tableau 3.
1. Volume ensemencé : 1 ml. Facteur de dilution : 5

Lectures : boite 1 : 7! ; valeur retenue : 70

boite 2 : 84 ; valeur retenue : 85.

Les valeurs a retenir étant différentes nous prendrons celle

arrondie a la valeur inférieure ; ici 70 + 85

5 ® 77 soit : 75.
Dilution ensemencée : 10

Expression du résultat : 3,7.104 U.F.C./g ou /ml, 1g : 4,57.

2. Volume ensemencé : (0,2 ml, Facteur de dilution : 25
A priori 1l semble y avolr des boites valables au niveau de deux
dilution s successives,
al Dilution ensemencée : 10-1
Lectures : bofte | : 277 ; boite 2 : 284 ; valeur a retenir : 280.
Résultat intermédialre : T.U.Iﬂﬂ U.F.C./g ou /ml
b) Dilutcion ensemencée : 10-2
Lectures : bofte 1 . 58 ; bolte 2 : 61 ; valeur 2 retenir : 60.
Résultat intermédiaire ; 1,5.105 U.¥.C./q ou / ml -
c) Le rapnort R de J.S.IOSJ?,O.104 est > 2
Nous retenons la valeur la plus petite,

Expression dn résultat : 7,”.101 vu.f.C./q ou /ml, lg : 4,84.

C. Suapension-mére av 1/10° tebleaun 4,
A priori il semble y avcir des boites valables au niveau de
deux dilutions succeasives.
1. Volume ensemencé : 0,2 ml. Facteur de dilution : 50
Dilution ensemencée : guspension-meére.
Lectures : bolite 1 : 185 ; valeur retenue : 185 ;

bolte 2 :+ 210 ; valeur retenue : 210.



Pratiquement nous retenons : 200.
Résultat intermédiaire : 1,0.iﬂ4 U.F.C./g ou /ml
2. Volume ensemencé : 0,2 ml, Facteur de dilution : 50.
Dilution ensemencée : 10-1
Lectures : bofte 1 : 25 ; valeur 3 retenir : 25
boite 2 : 34 ; valeur A retenir : 35,
Pratiquement, valeur retenue : 30,
Résultat intermédliaire : 1,5.104 U.F.C./qg ou /ml
3. Le rapport R des deux résultats intermédiaires est < 2.
Comme résultat définitif nous retenons leur moyenne:arithmétique :

4
1,5.10% + 1,0.10

4
> =1,2.10

Expression du résultat : 1,2.104 U.F.C./g ou /ml, lg : 4,09,
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Facteuns de difution
Plage de Valeur 10
numénation netenue
Nombre £og Nambre Log
68
79 70 1.4 2,14 7,0 2,84
73
77 75 145 2,17 T4 2,87
78 .
P 50 1,6 2,20 §,0 2,90
83 ) |
8? 35 I,? 2,(3 g,‘} 2’92
£8
99 210 1,8 2,25 9,0 2,95
- 95 1,9 2,07 9,5 2,97
‘s 100 2.0 2,30 1,0 3,00
]Us ? ’ ’ »
106 :
114 110 2,2 2,34 1,1 3,04
115
a5 120 2,4 7,38 1,7 3,07
126 130 2.6 2,41 1,3 3,11
134 ’ = 2 ’
135
145 140 2,8 2,44 1,4 3,14

Tabl. 2.~ Dans le cas d'une suspension-mére au 1/2 (p/v)

Nombres et Logiocorrespondants aux nombres des U.F.C.



Facteuns de dilition
Plage de Valeur 5 2K
numération hetenue Koiibe Lag Mo bog

13

15 . 1,87 3,7 2,57
17
18

20 i,0 2,00 5l 2,6¢
22
23

25 1,2 2,02 6,2 2,79
21 N
28 )

30 1,5 2,17 7,5 2,87
32
33

35 1,7 2’24 8'7 2'94
37
38

40 20 2,30 1,0 3,00
42 l
43

45 2,2 2,35 Tl 3,05
47
48

50 2,5 2:39 102 3,09
52 1 o

Tabl. 3.~ Dans le cas d'une suspension-mere au 1/5 (p/v)

Nombres et lhoO correspondants aux nombres des U.F.C.

et aux

facteurs de dilution retenus.



Facteuns de dilution

Plage de Valeun 5 25
numération netenue Nombie Lou T Pea

53

55 247 2,43 1,3 3,13
57
53 .

60 3,0 2,47 1+5 3,17
62
63

65 3yl 2. 51 1.6 3,21
67
68 .

70 3,5 2,54 17 3,24
72
73

78 3,7 2,57 1,8 3,27
77 ‘
78

80 4,0 2,60 2,0 3,30
82
83 .

85 4,2 2,62 251 < I I
87
88

90 4,5 2,65 2,2 3,358
92
93

95 4,7 2,67 2,3 3,37
97
98

100 5.0 2,69 2,5 3,39
100

Tabl. 3 (suite )



Facteurs de defutdon
Plage de Valewr 5 25
AUAEATCCOR ReXCIE Numbre fog Nembhre fbg

160

100 5,0 2,69 2,5 3,39
105 '
106 .

110 5 79 2,74 297 3,43
114 -

4

115

120 6,0 2.1 3,0 3,47 -
125
126 ) .

130 6,5 2,81 3,2 3,51
134
135

140 7,0 2,84 345 3,54
145
146

150 7:5 2,87 Ju7 357
154
155

160 8,0 2,90 4,0 3,60
165
166

170 3,5 2,52 4,2 3,62
174
115

180 9.0 2;95 4,5 3,65
185
186

190 9,5 2,97 4,7 3,67
194
195

200 1;0 3,00 5,0 3,69
200

Tabl. 3 (saite 2)
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Facteuns de -fi('r_tj_{f‘_}i_

Plage de Vatewn 5 &
numératicn retentie Kiombine 20g Naritine 2‘9

200 I

200 1,00 3,00 5,0 3,69
205
206

210 1,05 3,02 5,2 3;72
214
215 .

220 1,10 3,04 555 ! 3,74
225
226 .

230 1+ 15 3,06 5,7 3,75
234
235

240 1,20 3,07 6,0 3,77
245
246

250 Y25 3,09 6,2 3,73
254
255 .
265
266

270 1,35 3,13 6,7 3,82
274
275

280 1,40 3,14 7,0 3,84
285
286 r

290 1,45 3,16 7,2 3,86
294 |
295 : !

300 1,50 3,17 745 3,87
305 i

Tabl, 3 (fin)




Plage de

Valeur

Facteurs de difution

10 50
numération Aefenue
Nombare Log Hombre f03
T2 25 7,5 2,39 1,2 3,09
77 ’
2§ 30 3,0 7,47 1,5 3,17
32 :
33 3,5 2,54 1,7 3,24
37 39 C
L 4,0 2,560 2,0 3,30
i p 40 y
|
|
(43 45 4,5 2,45 2,2 3,35
47
[
i
. 48 5,0 2,69 2,5 3,39
57 ¥ ’
53 5,5 2,74 2,7 3,43
57 5 ’
{
| g .
55 6,0 2,77 3,0 3,47
f 62 a¢ '
"
t
| 63 6,5 2,81 3,2 3,51
‘ 67 65 » ’ »
L}
| 68 2,84 3,5 3,54
! - 70 7,0 y 3,
{
73 7.5 7,47 3,7 3,57
:I ?? ?5 E ¥ El
78 8,0 7,90 4,0 3,60
§2 %0 ' '
LR 5 9,42 4.2 3,62
. £5 8,5 )
- 92 90 9.0 2,95 4,5 390k
93 q & 2,97 4,7 3,67
" 95 )

Tabl. 4.- Dans le cas d'une suspension-mere au /10 (p/v)
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Facteuns de dilution

Plage de Valeur 10
numénation netenue 50
Nombre ALog Nombne Log
98 1,0 3 ;
e 100 " ,00 5,0 3,69
106 110 )1 3,04 5,5 3,74
114
115 120 1.2 3,07 6,0 3,77
125
126 130 1,3 3,1 6,5 3,81
134
135 140 1,4 3,14 7,0 3,84
145
146 150 1,5 3,17 7,5 3,87
154
155 160 1,6 3,20 §,0 3,90
165
166 170 1,7 3,73 55 3,97
174
175 160 i.8 3,25 9,0 3,95
185
186 190 1,9 3,77 9,5 3,97
194
195
206 700 2,0 3,30 1,0 4,00
20
¢ 214 210 2,1 3,32 1,05 4,07
715
295 220 2,2 3,34 1,10 4,04
776
234 230 Z,3 3,36 1,15 4,06
235 .
SPT 240 2,4 3, 3% 1,20 4,07
246 ) 3
254 250 2,5 343 1,25 4,09
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