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PARTIE OFFICIELLE

ACTES DU GOUVERNEMENT

MINISTERE DE LA SANTE PUBLIQUE
ET DE LA POPULATION

ARRETE n° 250 MSP. DSPH. du 18 novembre 1988 MSP.
DSPH. fixant les normes a respecter pour la confection
de certaines denrées alimentaires et de boissons non
alcoolisées.

LE MINISTRE DE LA SANTE PUBLIQUE ET DE LA POPULATION,

Vu le déeret n° 88-79% du 6 octobre 1988 portant nomination des
membres du Gouvernement |

Vu le décret n® 84-721 du 30 mal 1984 portant attributions du
minisire de la Santé publique et de in Population ;

Vu le décret n® 84-247 du 3 aofit 1994 medifiant le décret n® 84.722
du 30 mai 1984 portant réorganisation du ministére de la Sané
publigue et de ia Population ;

Yu la loi n® 63-301 du 26 juin 1963 relative 3 la répression des
fraudes dans la venie ef la fabrication des marchandises, denrées
alimentaires ot des produits agriceles 5

Vu le décret n® 73-437 du 1+ septernbre 1973 portant application
de la loi n® 63-30] du 26 juin 1963 ,;

Yu les nécessités de services,
ARRETE :

Article premier. — Pour &re reconnus propres a la
consommation, les eaux minérales, les eaux de distribution,
Ies boissons aqueuses non alcoolisées, les dérivés du lait, les
plats cuisings et les conserves alimentaires doivent satisfaire
aux critdres microbiologigues fixés au présent arrdté et véri-
fiés selon les dispositions décrites en annexe. En outre, ils
doivent &tre exempis de toxines et doivent &tre conformes &
la composition qualitative et guantitative indiguée par les
fabricants.
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Art. 2. — Les eaux minérales et eaux d’alimentation humaine, les boissons aqueuses non alcoolisées et les boissons
sucrées (Fanta, orangina, jus de fruit, etc.) doivent satisfaire aux critéres microbiologiques suivants :

e o - b — w i
Micro-orga-
. i nismes agiv - Cofi Coliformes | Staphylococ-] Salmonelia
Désignation bies dans oliformes \gieaux  parl cus aureus par dans
100 mitti- | PO EGRME T ophmme gramme | 25 grammes
metres
Faux minérales et eaux pour alimentation . 100 4] 4] 0 g
Boissons aqueuses non alcoolisées, boissons
BUCTEES L. ot tr s meeenn s rneen s 100 1] 0 G G

2° La présence d'un seul germe pathogéne suffit pour déclarer Peau ou la boisson incriminée impropre 4 la consom-

mation.

Agt. 3, — Les laits fermentés {yaourts, dégués, kéfir, etc.), les fromages frais pasteurisés et les crdmes fraiches doivent
sauafaﬁre aux critdres smcrebmiggsq&ses suivanis :

ERPETT

:

Micro-vrga- Acidiié expri-
nismes adro- | Coliformes | Coliformes § Staphviecoc- | Salmonella | mée en acide
Désignation bies & 30° CY 30° O {par \fécaux (pary cus gureus dans factique dong
{(par gravmel]  sramme) gramme) | fpar greeme) | 25 grammes | fa parfie non
. grasse
Laits fermentés (yaourt, d8gués) ....... 10 1 Absence
L.aits gélifiés et laits pasteurisés aromatisés 100 16 i Absence
Fromage frais pasteurisé ... . ... ..., 10 i 10 Absence
Créme de consommation pasteurisée ... IHF
phosphaie | conditionné i 14 Absence .5
négative 10 vrac 100
Glaces ¢ crémes glacdes ... ... ... ... 3. 102 I} 10 Absence
Caséines et caséinates. ................ 3.10%et flore
thermophile Absence
510 dans 0,1 g Absence

Art, 4. — Les critéres microbiolopgiques relatifs aux viandes hichées, aux viandes cuites, aux produits de charcu-
terie, aux plats cuisings sont les suivants :

s i e ———
Micro-orga- Coliform Coli hyloco Anaérobies Sl I
nisrmes Géro- ooxfor es pu’ormes Staphwlococ- sul. réduc airmonelia

Désignation bies 30° C 30° C (par | fécaux par CHE par tours 46° C dans
(par gramme) grammae} gramme pramme (par eramme) 25 grammes

Viandes hdchées a U'avance ou & la de-

mande ... ... ... 5.10° FHE 10* 10? {1 30 Albsence
Plais coisinés 4 Pavange ... ... ... .. {2y 3.1¢8 i ig Hig 30 Absence
Produits de charcuterie crus, hichés ;

-— Soumis & dessiccation ¢t 4 consom-

maticnenPétat . ... .. el kR ed i iy 5. 30 Absence

- A COnsommer aprés cuisson . ... .. 3.1 Hd 10* 1 10t Absence
Produits de salaison crus salés et ou séches
tranchés OU nom ... oiaaans {3 3.10¢ jH 10 S.102 50 Absence
Produits de charcuterie cuits, tranchés ou

non, quenelles .............. : S Gy aae e 10 10t 30 Absence
Jambon cuitentier ... oo . 1 0 Absence Absence Absence Absence
Potages déshydratds ... ... ... .. ... .. L iy 10 iy 30 Absgence
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1° Tolérance prévoe en annexe comprise |

 2° Pour les pétes farcies du type ravioli, cannelloni, lasagne, les quenelles et les plats cuisinés auxquels est incorporé
du fromage, ce critere doit étre inierpréié ;

3° Pour les produits de charcuterie conditionnés sous pellzcule plastique et sous vide, le critere relatif aux micro-
organisme aérobies 30° C (3.10°) par gramme ne s’applique gu'au stade de la fabrication (usme)

Art. 5. — Les critéres microbiologiques relatifs aux produits de la péche ci-dessous mentionnés sont les suivants :

PROYRSE

AR e ]
ﬁ;;?g;i;ﬁi: Coliformes | Strepioco- | Staphylocoe- f‘fg::.ai;i,b;f Salmonelic
Désignation bies 30° O fécaux {par | ques féoaux | cus qureus few.'s 6° C dans
(par gramme) gramme} | {por grammel | {par grommel (par gramme) 25 granuymes
Crustacés entiers cuits réfrigérés autres que
Crevellss ... e 16 1 _ —_ 2 Absence dans
23 grammes
Tous crustacds ¥ compris crevettes entiéres
cuites ou crues, congelés ou surgelés,
crabes T g 1 — —_— 2 Absence dans
. 23 grammes
Crevettes cuiles décortiquées, réfrigérées ef
décortiquées congelées ou surgelées. . . o 10 — ey 10 Absence dans
25 grammes
Coquitlages bivalves et oursing présentés
vivants ... .. e 3 2,5 5. Absence dans
pour 100 ml} pour 180 mi 25 grammes
()
Cuisses de¢ grenouilles, escargots déco-
guillés surgelés ou congelés ... ..... .. — - — — I Absence dans
1 gramme
Poissons tranchds, panés ou non, {iets de
poissons frais réfrigéreés ... ... ... .. iy 10 - i1 i0 Absence dans
25 grammes
Poissons tranchés, panés ou non, filets de
poissons congelés ou surgelés ... .. .. 16 i o |HL 2 Absence dans
25 grammes
Préparations & base de chair de poissons
hachés, crues .. .................... 5.0 Rk e {13 10 Absence dans
25 grammes
Coquilles Saint-Jacques et moules précuites 1 10 10 30 Absence dans
25 prammes
;-L —— m

17 Cette recherche est effectuée en cas de suspicion particuliére, selon les commémoratifs, dans 100 millilitres de

mélange « chair-liquide intervalvaire »,

Art. 6. — Les critéres microbiclogiques relatifs aux OVOperult‘i pAtisseries €t crémes patissiéres sont les sui-
¥anis :
ﬂ;ﬁg:;’}ff;__ Coliformes | Coliformes | Staphylococ- /::;ai;‘;,b;f Selmonella
Désignation bies 30° C 3ﬂmgrg$f {i arféc::::?fme) (cu':‘: iz:::;ase) leurs 46° C | 4 ic;:‘;mf’s
{par grosmel} & par g Par g {par granume} & '
Patisserie, crémes pltissidres ... ... .. 3.1 i i 10t He Absenct
Ovoprodulis pastenrisés. . ..., i 10 entéro-
batéries i — Absence
Blancs d'ceufs non pasteurisés . .. ... ... — — e - — Absence
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Art, 7. — Les critéres microbiologiques relatifs aux conserves ef semi-conserves sont les suivants :
1
Micro-crga- . , Anadrobi
)ﬁ:};‘;mgm_ Coliformes § Cofiformes | Staphylococ- sul é.ve?:fif_s Salmonella
Désignation bies J.,‘OQ o I0° O fper | fécaux {par | cus aureus teurs 46° C 25 duns
i ; 2 3 gramm
P — gramme} gramme} \(par grovune) (par gramme) 2 ey
Conserves  ef semi-conserves  pas-
teurigées (1) .. ... .. .. el Absence Ahsence Absence Absence Absence
Semi-conserves pasteurisées {8} . ..., Eeg Absence Absence Absence Absence Absence
, _ _ 1l _ - I N

1* Revivification de la suspension mére pendant deux heures a la température du laboratoire pour les semi-conserves
pasteurisées et pendant trente 4 quarante-cing minutes pour les semi-conserves non pasteurisées.

Art, 8. — L'inspection des établissements fabricants de
produiis visés & Particle premier du présent arrété est effec-
tude par la direction des Services pharmaceutigues of Vlnsti-
tut d'Hygiéne qui peavent recourir au Laboratoire national
de la Santé publigue, au Laboratoire de Nutrition et de Dig-
-étigue de 'Institut national de 1a Santé publique, au labo-

atoire de Ulnstitut d'Hygiéne et. & tout autre laboratoire
compétent pour le contrdle analytique effectif des normes

modalités &’Interprétation des résultals d'analyses microbiologiques,
dans le but 4'éviter que des conclusions non justifiées ne soient tiréss
des résufials obienus

e} En milies solide les dépombrements donnan{ un nombre de
colonies inférieur 4 10 ne peuvent conduire qu'a une approxima-
lion numérique de fa contaminarion d'un gramme de produit. Dans
ce cas, il convient d'exprimer le nombre de colonies observées pour

précitées.

A P'occaston des visites d’inspection, les responsables e
ces etablissements sont tenus de présenter aux inspecteurs,
les résultats de comtrdle de gualité des produits visés &
Pariicle premier du présent arrége,

Art. 9.— Les conclusions des yapports d’inspection seront,
le cas échéant, transmises aux différents ministéres dont relé-
vent les statuis des ¢iablisserments concernés.

Art. 10, — Le non respect des normes fixées dans le pré-
sent arrété expose P'établisserment concerné aux sanctions pré-
vues par la loi n® 63-301 du 26 juin 1963 et par le décret
n® 73-437 du 1¢7 septembre {973,

Art. 11, — La divection des Services pharmaceutiques et
Plnstitue d*Hygiéne sont chargés de veiller 4 'application du
présent arrfié qui sera publié au Journal officiel de la Répu-
bligue de Cie & [voire.

Abidjan, le 18 novembre 1988,

Alphonse DIEDIE MADY.
ANNEXE

¢ larrété n® 230 du 18 noveinbre 1988 MEP. DSEPH. fixant les nor-
mes 4 respecter pour lo confeciion de certaines denrées alimen-
fairgs e de boissons noes alcoolfisées.

Observations ©

ay Les résultats des dénombrements doivent &ire rap-
poriés au gramime ou au millilitre. En cas de recherche, e poids
ou le volume d'inocniurs doir 8tre précisé ;

&1 Les valeurs indiquées dans les rableaux du présent arréd cor-
respondent aux niveaux de contamination microbienne o1 i est habi-
tuel d’attendre des produits fabriqués, transporiés et distribués
dans des conditions de bonnes pratiques professionnelles en
maliére d*hygiéne ;

¢} Malgré les contrainces iides en particulier & la diversité des fabri-
cations dans notre pavs, i a £0¢ tenu le plus grand compic possible
dans la présente anmexe de Pesprin des travaux mends actueltement
au scin des instances dernationales dans les domaines de Péchan-
titlonnage et de interpréeation des résulials, notamment quant aux

Hpoeulum-réelement—utilisé——

&) Aflin d'améliorer la fiabilité des résuliats, il est recommandé
d’utiliser les milieny complets déshydratés ou des composants de
base déshvdratés er de suivre serupuleusement les presceriptions du
fabricant.

1° Echaniifion pour laborgtoire et technigue de prise d’essai

1.1. — Echantilion pour laboratoire :

La taille de I"échantillen pour laboratoire d'un produit de méme
nature doit &tre comprise comme suit

— Portions unitaires de viande et denrées visées aux articles 2
et 3, tant au niveauw de la fabrcation que des peints de vente ;
si passible au moins cing unités ;

— Conserves @ cing unités |

— Coquillages : nombre suffisant pour obtenir au laboratoire
cing [ols au moins 23 grammes de chair et de Hiquide intervalvaire.

Il est & noter gue le lzborateire doit disposer, pour
conduire les analyses complétes, d environ 500 grammes de produits,
soil ¢ing fois 100 grammes, Ces 100 grammes peuvent &ire fournis
par une ou plusicurs piéces.

Cas particulier :

Lorsqu’il s’agit d’une production artisanale pour laguelle le pré-
levement de cing échantiflons peut s'avérer trop i ortant au regard
de ta quantité fabriquée, il pourra Btre procédé 3 un &lalement dans
le temps de la prise de ces échantiflons,

1.2, — Technigue de prise d’essal :

La prise d’essal destinée 2 Iz préparation de la suspension mére
et des dilutions déctmales porie @

— Sur les parties superficielies er profondes, notamment pour
les produits en tranche, hachés ou divisés, ainsi que les plats cuisl-
nés i 'avance ;

— Sur la partie profonde du produit pour les viandes (pidces),
les produits de charcuterie (pigces) et les poissons entiers, aprés cau-
térisation de la surface ;

-~ Pour les produits laitiers et selon la nature des produits,
elle porte sur le produll homogénédisd ou sur les pariies superfl-
ciglles et profondes.
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Dans le cas d'examens microblologiques, a la suite de toxi-
inféctions alimentaires, il est nécessaire de pratiquer la
recherche des germes puthogénes toxicogénes et ou de leurs toxines
aussi bien en surface go’en profondeur.

2° Interprétation des résulluts

Bemuargue. — 1l convient de retenir que la valeur des méthodes
de dénombrement microbien n'est pas absolue, guelle que soit la
nature des milicux de culture utilisés. 1l est généralement admis que
la variabilité peut atteindre 1/2 log. avee les milieux solides et 1 log,
avec les milieux hguides.

2.1. — Plan 3 trois ¢lasses :
Principes -

Ce plan est ainsi désigné parce que les résultats des exammens inter-
prétés sur cetle base permstient de fixer trois classes de contami-
nation :

~— Celle inféricure ou égale au critére m ;
— Celle comprise entre le critére m et le seuil M ;
— Celle supérieure au seull M ;

— m : critére fixé au présent arrété. Tous les résultats égaux
ou inférieurs sont considérés comme satisfaisants ;

Lorsgue les valeurs sont supérieurcs & M, les résultals sont
considérés comme non sarisfaisants. Mals il est bien évident qu’au-
dela d'un certain ordre de grandeur, la notion de toxicit? s'impose
de plus en plus © en tout état de cause, le produit doit étre caﬁgidéré
comme toxigue ou corrompu lorsque 1a contamination atteint la
valeur microbienne limite S qui est fixée dans le cas générat & 107,
Les (olérances liées aux technigues d'analyses ne sont pas applica-
bles aux valeurs de M et de 5.

2.2. — Plan i deux classes :

Ce plan est ainsi désigné car les résultats des examens inlerprétds
sur cetie base permetient de déterminer seulement deux classes de
contamination. Ce type de plan, gui o’accepte aucune tolérance,
méme de caractére analylique, correspond le plus souvent aux
eXDressions ¢

& Absence dans » e résultal est considéré comme satisfaisant ;

« Présence dans » © le résuital est considéré comme non satisfal-
sant ; le produit est déclaré impropre 2 la consommation.

En oulre, dans certains cas particuliers mentionnés aux articles 2
et 5 du présent arrété, il est fait application du plan A deux classes,
avec la tolérance analytigue,

~— i Tstull inufe d'accepiabniiie, au-deld duguel les résulia
ne sont plus considérés comme satisfaisants, sans gue pour autant
le produit 501t considéré comme toxigue.

L.es valeurs de M sont fixdes a -

— M = 10m lors du dénombrement effectué en milien solide ;
—_—M =
liquide ;

30 m lors du dénombrement effcciué en milieu

— n: nombre d'unités composant U'échantillon ;
— € nombre d’unités de Péchaniillon donnant des valeurs
silufes entre m et M.

Application pratique (tenant compie des variations lides 3 1a tech-
nigue microbiologique, remargue supra) :

@) La qualité du lot est considérée comme satisfaisante ou accep-
table en application de article premier du présent arrté forsque,
aucun résultat ne dépasse M

— Les valeurs observées sont :

< 3 m lots d'emploi de
milieu solide . o

< 10 m lors d'emploi Quahité satisfaisante

t4

de milieu liquide .

-— Les valeurs observées sont comprises :
Entre 3 m et 10 m (= M) en milicu soiide;
Entre 10 m ¢t 30 m (= M) en milisu liquide
et E est s

/5 avec le plan n = S el ¢ = 2

n
qualité accepiable (ou tout autre plan d'efficacité équi-
valente ou supéricure).

B) Les résultats sont considérés comume non satisfaisants

— Lorsque los valeurs observées sont comprises :

Entre 30 et 10 m en miliev solide ;
Lntre 3m et 10 m { = M)} en milleu solide

¢
et - £ 2/5.

. Dans tous les cas ou les valeurs supéricurcs & M sont obser. -
vees. Cependant, le scuil de dépassemnent pour les THICro-organismes
acrobics 4 + 30° €, alors que les autres critéres sont respeciés, doit
!aire_ Pobjet d'une interprétation, noamment pour les viandes,
volailles et produits crus.

Ngia. — Ce plan est en panticulier applicable aux contaminations par

¥

saimonelle. Cepeandant, pour les volailles, lorsqu’il 5"agil de contamination
superficiclle, le lot esi considéré comnie satisfaisam lorsque le sapport

— & 173, étant o nombre d’unités de Péchantilion dont kes résultats sonr
T

positifs.

2.3. — Cas particulier des conserves ;

Lorsque les conserves & base de denrées animales ou d’origine
animale e répondent pas aux épreuves de slabilité fixées & ami-
cle 7 du présent arcéré la transposition au lot d'origine ne pourra
intervenir que dans la mesure ou un plan 4’ échantilionnage préa-
lablement défini aura é12 mis en euvre,

3° Dispositions parficuliéres relatives quy échantilions soumis
# la congélation 2n vue dune gnalyse microbiologique
différee

Rernargue. — La congélation d'un échantillon (plat cuising,
viande hachée}... provogque une diminution plus ou moins sensible,
selon Ie cas, du nombre de germes servant de test pour le jugement
de la gualité microbiclogique telle gue définie par la réglementa-
tion en vigueur.

Le fan de congeler un échantilion d'un prodult réfrigéré peut &tre
de nature & provoguer certains litiges (échantillon réfrigéré jugé inac-
ceptable, alors qu'un échantilion du méme Iot, mais ayant subi une
congélation, se révéle satisfaisant au plan bactériclogique). I
convient, pour éviter au maximurn Papparition de cette dispariié,
de traiter les échantillons dans les conditions suivantes, lorsqu'ils
devront Etre congelés el conservés en ['étar, préalablement & leur
analyse baciériologigue.

3.1, — Modalites de conzélarion e de décongélation

o} Congdlation précogs
pérature de -~

2 conduite de maniere & atieindre la tem-
10° C le plus rapidement possible ;

5} Stockage et transport A une (emipéranire = — 18° C. La durée
de stockage ne doit pas excéder un mois

¢} [Mcongélation rapide & Pair ambiant & une température de
Pordre de 20° C pendant le temps le plus court possible (inférieur
& tros heures) sans dépasser le stade o ia consistance du produit
permet le prélévement nécessaire A Ia préparation de 1a suspension
mere {(fempéraiure voisine de §° C),
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ANNEXEII
METHODES GENERALES D’ANALYSES BACTERIOLOGIQUES

i° Préparation de "échentilion pour essai. — Prise d’gssai

Chaque fois qu'il est nécessaire, il est procédé a une homogénéi-
sation du produit 4 Paide de technigue et d'appareils appropriés
{broyeur-homogénéisateur par exemple).

Les prises d’essai sont effectuées sur Péchantillon homogénéisé
en tenant compte de l2 nature des produits et des opérations analy-
tiques & conduire. Elles sont en principe de 10, 25 ou 50 grammes
{dans ce dernier cas, 25 grammes sont réservés 3 la recherche des
salmonelies).

2° Suspensions méres ef dilutions décimales

Dans un flacon contenant %0, 100 ou 125 millititres de diluant,
introduire asseptiguement 10 ou 25 grammes de produit afin de réa-
biser des suspensions an 1/5 ou 1/10. Homopénéisés.,

Les diluanis suivanis sont préconisés -
2.1. — Cas général :

Fryptone sel :

Couler dans chaque boite 15 millilitres de gélose pour dénom-
brement préalablement fondue et ramende & 47° C(+ 1° C). Bien
mélanger inoculum et miljen.

L’ensemble de ces opérations ne doit pas durer plus de guinze
minutes.

Nota. — Tl est indispensable d’employer des pipettes stériles changées pour
chagque dilution et d’homogénéiser  I'aide d’un agitateur pour tubes 4 essai.

Placer les boites retourndes dans une éruve 2 30° ¢
(% 17 ). Les laisser soixante-douze heures {x trois heures).

Ne retenir pour le dénombrement que fes boltes contenant moins de
300 colonies {et plus de 30 s possible).

£° Dénombrement des iniérobactériacéses

Le dénombrement s'effectue en gélose au cristal violet, rouge
neuire, bile, glucose (V.R.B.G.).

A partir du flacon contenant ia suspension mére (1/5 ou 1/10Y
porter 1 miliilitre dans une boite de Péird stérile (90 & 100 milli-
metres de diamétre). Faire Pessal on double.

Couler 12/13 millilitre de gélose sélective fondue et ramenée 3
47° C{x 1° C). Bien meianger inoculum et milicu. Laisser solidi-
fier. Couler en surface environ 9 millilitres de milieu sélectif vierge
ramené & 47°

Tryptone L 1g C {(x 1% Cj. Les laisser vingt-guatre
TRrTTTTEREEErmmma ey heures (& deux heures). Dénombrer les colonies (les entérobac-

Chloruredesedium .......................... 838 téries sont oxydases e fermentent le glucosel.

Eaudistilée ... ... ... . .. ... .... ..., 1000 mi

Préparation :

Chauffer lentement jusqu'a compléte dissolution, ajuster si néces-
saive le PH 4 7,0 (= 0,1), répartir puis stériliser vingt minutes 4
121° C £+ 1.

Eau peptonnée tamponnée :

Bacto peplone ... ... .. e 20¢g
Chlorure desedium . ... ... .. o ... ... ... 5g
Phosphate disedigue. ... ... .. ... ... .. ... Sg
Phosphaie monopotassique. ... .. ... ... .. ..., i1,5g
Faun distillée . ............. ... oo oL 1 000 mi
Stériliser a4 121 °C = | pendant vingt minutes ; pH
linal : 7,2,
2.2, — Cas des produlis laitiers ;

Eau peptonnée pour le yaourt ;
Tryptone-sel pour les laits gélifiés et emprésurés,

Phosphate dipotassique 4 2 p. 100 pH final entre 7,4 e1 7,6 pour
tes crémes frafches, les fromages frais ef les caséinates.

A partir des suspensions méres, préparer les dilutions décimales
en utilisant le diluant correspondant.

3° Rectification

A Iexclusion des produits laitiers, si le produit a subi un traite-
ment thermique ou s'il a été congelé ou encore 5°il renferme des scls
pouvant exercer une action inhibitrice {Na Ne 3, NaNo 2)... aprés
homogénéisation, laisser le flacon 2 la température du laboratoire
{20° C £ 2° C) pendant frente A quarante-cing minutes {optimum
quarante minuies).

4° P¥nombrement des micro-organismes aérobies ¢ 30° C

Porter en double | millilitre de Péchantillon pour essal §°i1 est
liguide ou 1 millilitre de suspension mére dans le cas des auires pro-
duits, dans des boites de Pétri stériles {90 2 100 millimétres de dia-
métre}, Pratiguer de la m@me manidre 2 partir des dilutions rete-
nues en fonction de produit 4 analyser.

6° Dénombrement des coliformes

Les coliformes sont dénombrées, soit en milieu solide {pélose
désoxycholate lactose), soit en milien liquide par la technigue du
nombre le plus probable (N.P.P.) & 'aide du bouillon lactosé bilié
au vert brillant réparti dans des tubes contenant des cloches de
Durham (10 millilitres de bouilion par tube).

6.1. — Le dénombrement en milien solide s’effectue & partir du
produit 51 est Hguide, des suspensions méres dans les autres cas
et des dilutions décimales retenues selon la nature du produit en
poriant 1 millilitre dans une boite de Péeri stérile (90 — 100 milli-
métres de diaméatre). Réaliser chague encemencement en double.

Couler cnsuite 13 millilitres environ de gélose désoxycholate lac-
tose fondue et ramende 3 47° C{x 1° C). Bien mélanger inoculum
et milieu. Laisser solidifier. Recouvrir d'une couche de gélose
désoxycholate lactose vierge (9 millilitres environ), laisser solidifier,

Porter les boites retournées & Péluve 3 30° €. Les Jaisser vingt-
guatre heures (+ deux heures).

Dénombrer les colonies caractéristigues rouge foncé d'un diamétre
supfricur 3 0,5 millimétre en prenant si possible une série de deux
boites ol e nombre est compris enire 15 et 150.

6.2. — Le dénombrement en milieu liquide feffectue en triple
essai en transférant dans chaque tube de milieu sélectif | millilitre
du produit 5"l est liguide ou de la suspension mére puis en opérant
de la méme maniére pour les dilutions suivantes :

— Porter les tubes & Pétuve 4 30° C {(x 1° C). Les laisser vingt-
quatre quaranie-huit heures (& deux heures) ;

— Pour chaque dilution (v compris suspension mére et produit
liguide) compter les tubes positifs, ¢’est-d-dire ceux gui présentent
un dégagement gazeux dans la cloche de Durham et calculer le nom-
bre le plus probable & Paide des tables de référence.

7% Dénombrement des coliformes fécaux

Entérobactéries permettant le lactose aux températures élevées.
il s'effectue ;

— 50it en milicy solide, selon les mémes modalités que pour
les coliformes mais portant les boltes de Péuri cnse-
mencées & + 44° C (x 0,5° € duramt vingt-quatre heures
{+ deux heures) ;




——DPénombrerlescolonies-caractéristiques; cesi=t=dire nofres; bril-
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— Soit en milieu Houide {technigue du NP P} en repiquant
3 Iaide d7une anse bouclée les tubes de bouillon lactosé bilé au vert
brillant trouvés positifs lors du dénombrement des coliformes, dans
des tubes de ce méme bouillon.

Les tubes ensemencés sont incubés en bain d’eau a8 4° C
{+ 0,5° C) vingt-quatre — quaranie-huit heures (& deux heures).

Compter les tubes positifs, c’est-a-dire ceux présentant un déga-
gement gazeux dans les cloches de Durham et caleuler le nombre
te plus probable 2 Uaide des tables de référence.

8° Dénombrement de staphylococcus aureus

A partir du produit, s'il est liquide, de la suspension mére et/ou
des dilutions retenues sefon la nature du produit, porter 0,1 milli-
titre sur une boite de Pétri contenant du miliew de Baird Parker ot
érzler Vinoculum 4 Paide d'un é&taleur de verre sur 1a surface préa-
Jablement séchée du milien. T dernier ne doit pas avoir phus de
quarante-huit heures et dolt &tre conservé au froid. Effectuer cha-
que ensemencement en double. Pour les produits laitiers, snse-
mencer 1 millilitre en miliev de Baird Parker.

Les boftes sont incubées 2 Pétuve 3 37° C (£ 1° C) pendant vingt-
alre puis guarante-huit heures.

10° Dénombrement des strepfocogues fécaux
fne concerne gue les produits de la péche)

Il s'effectue en milieu liquide par la technigue du nombre le plus
probable {N.P.P.).

Ensemencer chague tube de 10 millilitres de milieu de tothe avec
1 millilitre de suspension mére ou des différentes dilutions au 1720,
17200, 1/2000 {(ensemencer trois tubes par dilufion).

Faire incuber les tubes & 37° C (=
— guarante-huit heures,

i* ) vingt-quatre

Repiquer les tubes positifs, c’est-3-dire ceux montant une crois-
sance bactérienne, dans des tubes contenant du milicu de litsky {une
anse bouclée).

Faire incuber les lubes 4 37° O (x
— quarante-huil heures.

1° ) viagl-guatre

Compter les tubes positifs {troubles et/ou avec pastille violette
an fond des tubes) pour chaque dilution et calculer le N.P.F. en
utilisant les tables de référence.

lantes d*un dizmétre compris entre 0,5 et 2 millimétres, présentant
un liseré blanc opague, entourées d'une auréole d’éclaircissement
du milien. Certains staphylocoques retrouvés dans les produits lai-
tiers peuvent donner des colonies dépourvues 4 auréole.

Repiguer au moins cing colonies pour les soumettre au test de
1a coagulase cu de la thermonucléase.

En cas d’expertise, se conformer aux indications de la norime
AFNOR v 05014,

9° Dénombrement des anaérobies sulfito-réducteurs & (46° Cj

Ce dénombrement peut s'effectuer en miliew 5.P.S., T.5.N. ou
T.5.C. (tryptone sulfite cyclosérine), ce dernier milieu élant
recommandé. En raison de sa relative nouveauté, sa composition
est rappelée ci-aprés ;

Préparation du milieu base ;

4 27T 1 =S IPIN i5g
BO¥IONE . e Sg
Extrait de levure ... .. . e Sg
Métabisulfite de sodium anhydre (S5 05 Nagy 1g
Citrate de fer ammoniacal :

AGAr-BEAT .. .. e 2218 g
Bau o 1 000 mit

Ajusier le pHM de sorte gqu'aprés siérilisation, il soit &
76+ 0,1 4 25° C. Répartir en tube de 20 »x 200 4 raison de
19 millilitres par tube. Stériliser quinze minutes a 121° C
* 17 C. Conserver a 45° C au maximum guinze jours.

Solutions de D cyclosdrine :

D cyclosérine cristallisée
Eau

48
100 mil

[.)issouydre la eyclosérine dans Veau, stériliser par fltration.
Fréparation du milien complet.

Au moment de "emplol, ajouter la solution de 1 cyclosérine pour
obtenir une concentration finale de 400/ 1g/millilitre, soit 1 milli-
litre pour 100 millilitres de milieu, soit 0,20 millilitre pour 20 milli-
mitres ou (0,25 millifitre pour 25 millilitres de milieu.

Recherche de salmonslia

En cas d’expertise s¢ conformer aux indications de 1a norme
AFMOR V 08-13. Drans les autres cas, utiliser 1z techpique suivante @

Préenrichissement : s"effectue en eau peptonée tamponnée (voir
annexe 2, 2.1}, pendant quatre heures & 37° C
(+ 1° C) pour les ovoproduits et ceux dont la teneur microbienne |
initiale est présumée importante, et pendant seize 4 vingt heures &
37° C{x 1° C) dans tes autres cas.

Le rapport entre la prise d'essal e ko volume du milies doit
dire 1/10.

Enrichissemnent : & partir du milieu de préenrichissement, porter
1 millilitre dans 10 millilitres de tétrathionate de Na ef vert brillant
{T.¥.B.) et 1 millilitre dans 10 millilitres de bouillon en sélénite de
MNa. Faire incuber 4 37° C (% 1° ) pendant vingt-quatre heures.

Isolemeni ; aprés vingt-guatre heures ef éventuellement guarante-
huit hewres dincubation effectiser, & partir des milieux d’enrichis-
sement, des isclements 4 la surface un deuxidme milieu sélectif.

Faire incuber les boites 3 37° C (& 1® C) pendant vingt heures
{+ deux heures). 5i le développement est insuffisant, poursuivre
P’incubation.

8% y a présence de colonies caractéristiques ou dou-
teuses, en repiguer un nombre suflisant ef les spurpettre aux essals
biochimiques classiques,

Nota :-Dans Péventualité ob "analyse porte sur de nombreux
¢chantillons d un mérme lot, une technique simplifiée peut &tre mise
en euvre. Elle comporte :

— Préenrichisscrnent (sans changement) ;

— Enprichisscmens :
Un tube de bouillon tétrathionate incubé & 43° C
(£ 0,5° C).
— lsolement -

Sur gélose au vert brillant et rouge de phénol seulement.






