7éme REUNION DES INSTITUTS DE RECHERCHES SUR LES VIANDES

------ B T L L T T
----------------------

METHODE DE NUMERATION SELECTIVE DES PRINCIPAUX GROUPES MICROBIENS PRESENTS

ittt e

§§ation Centrale de Recherches Laitidres et de Technologie des Produits Animaux

. e . S A SR S (G5 T G W W D SR R S SR B G M S A G W R S G SR G D R N S e e R SR R G S R e TS R S R G G W WSS A e S R S S S S

Centre National de Recherches Zoogeghnigues - JOUY EN JOSAS

- D N S G R SR N G W S e S e Su S G G S D e D S S S G R W WD R SR e G O e e GRS SR e G e




™A T A

DR LD




<

S
MATERIEL ET METHODES 29%

I - ORIGINE DES ECHANTILLONS

Les jambons analysés provenaient de l'abattoir du C.N.R.Z.
a JOUY EN JOSAS ; ils ont été salés et cuits 2 la charcuterie du Centre
Technique de la Charcuterie, de la Salaison et des Conserves de Viandes.
Les saumures ont été prélevées soit dans cette charcuterie expérimentale,
soit dans des ateliers artisanaux.

Toutes les souches mentionnées dans ce travail ont été iso-
lées 2 partir de ces jambons et de ces saumures, sauf deux souches de
Vibrio costicolus qui nous ont été envoyées par le Dr. BUTTIAUX (Institut
Pasteur de Lille), et par les Etablissements OLIDA ( Paris ).

II - TECHNIQUES D'IDENTIFICA”ION DES GROUPES MICROBIENS

-~

Les souches a identifier sont repiquées, aprés purification,
trols fois & 24 heures d'intervalle sur le milieu LAPTgIO déecrit par
RAIBAUD et al (8), dont nous rappelons la composition :

= autolyset de levure (Difco) sierssscuvssses I p. 100

= peptone (Evans) csisceessissovssnavsnnssses 1,5 po 100

= ETFpLone LRLECO) vismiriossvsnenssrinsnvsne L P, J00

& BIUBOBE Grsiusrsanasitrrsresastsssnsnansiis L Ps $OO
pH : 7,4

Pour certains tests d'identification, le milieu LAPTGIO a
€té modifié par addition de gélose & 2 % et modification de la nature et
de la concentration en glucides ; les milieux qui en dérivent sont notés
ainsi : le milieu GAPTsI contient de la gélose et 0,I % de saccharose, le
milieu GAPTg20 contient de la gélose et 2 7 de glucose, le milieu GAPTgIO
contient de la gélose et I 7% de glucose.

Les tests d'identification sont les suivants :

A - TESTS GENERAUX : Nous les avons appliqués 2 toutes les

souches.

1) Morphologie, caractdres de mobilité et de coloration :
la morphologie et la mobilité sont observées & 1'état frais au microscope
a contraste de phase sur une goutte de culture en milieu LAPTgIO agée de
I8 h. Les colorations sont faites par la méthode de Gram.

2) Présence de catalase : On recherche la présence de
catalase en émulsionnant dans de 1'eau oxygénée 2 II volumes une colonie
prélevée sur un tube de milieu GAPTsI ou GAPTg20 incliné.

3) Type respiratoire : On ensemence les souches dans un
tube Veillon qui contient du milieu GAPTgIO.

4) pH des cultures en fin d'incubation : le pH est mesuré
3 1'aide d'un pH-métre & électrode de verre (""Photovolt"), aprés 8 jours
d'incubation a 22° C des souches cultivées sur bouillon LAPTgIO.
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es groupes microbiens présents dans l'échantillon ? Nous ne
saurions, certes, l'affirmer,

D'une part, la 6QHA0 actuelle de milieux proposc¢s et ll'inter-
ose la croissance sur plusieurs milieux

prétation, souvent laborieuse, qu'imy
sélectifs d'un méme groupe m*CfOblCu ne permettent pas encoro de dénombrer

certains groupes en présence d'autres plus nombreux s c'est le cas, par
exemp 70, de certaines souches de streptocoques en présence de lactobacilles
non halophiles plus nombreux cue les streptocoques. En ef*bu, lactobacilles
et str eptocoques se développent quantitativement daens les m@mes milieux

I1 y a 12 une limitation de la méthode que nous nous efforgons
d'éliminers

D'autre part il est possible que d'autres groupes de microorga-—
nismes en nombre suffisant, non trouvés par nous, soient présents dans les
saumures et les J ambonse. Le cas des ba cb)“*eo af“erobﬂcs strictes, en parti-
culier, mérite d'&tre discuté rait nous échapper (puisque
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nous ensemengons des milieux en anaér ”leCt@) mais & condition qu'elles
soient plus que les bactéries anaérobies facultatives. Cependant, nous

un échantil lium dans le

avons pu denOAuC r, dan saumure,

milieu sélectif DPTS : les polopluc ce cas étaient rouges, non gazogenes
et ne pouvaient &tre confondues avec colonies du groupe Hafniage.

I1 faut d'ailleurs noter que ces insuffisances de la méthode
proposée ne sont que provisoires. En effet, lorsque nous isolons sur un m*lieu
non sélectif ou sélectif une QO“Ch“ qui n'appartient pas aux groupes déja iden=
tifiés, nous la cultivons dans ensemble des milieux selectifs dont nous dispo-
sonse S1 des bactéries apHurtOPuﬁt 3 des groupes différents ne peuvent &tre dif-
férenciées sur ﬁes nﬂlleuw, nous cherchons & mettre au point un milieu sélectif
gqui nous permette de les distinguer. Ainsi, par éliminations successives, nous
pouvons esperer avoir une notion de plus on plus compléte sur la composition de
la flore microbienne des échantillons analysés

Mais la poursuite de ce but réclame une observation minutieuse
des résultats de numération, des identifications nombreuses et des essais
rigoureux en culture pure.

Ici, nous devons signaler un point délicrL dens la méthode que
nous proposonse Une souche étudiée, en culture pure, sur divers milieux sélec—
tifs peut sur certains de ces milieux se développer de fagon différente lors=-

>

‘elle provient de 1l'échantillon & analyser. Ainsi, les souches de Microbacte—
rium, étudiées en culture pure, peuvent se uvvolop; sur les milieux TVS et TVS
ath, alors qu'elles sont inhibées sur ces mémes milieux a l'isolecment des
échantillons de saumures ou de jambons. Inversement, & 1'1“OLOICML, les souches

de lactobacilles non iuloyﬂllco peuvent se développer, sous forme de col olueu
translucides, sur les milicuyx TVS et TVS ath, alors qu sont inhibé
lorsqu'on les étudie en culture pure, BUTTIAUX (4) signa que le milifu au
desoxycholate préparé par Difco n'est pas inhibiteur vis-a-vis des Enterobac-

teriaceae cultivées en bouillon, alors qu'il peut 1'&tre lorsque les Enterobac~
teriaceae sont en petit nombre dans les

avons aussi observé ce
des bactéries apparte-
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CROBIENS DS VIANDES f\ﬂﬂTTV;S D ‘NS DIFFERENTS MILIEUX oALSCTIF”
CONTENANT 623 % de NaCl
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) ! IIT a ! - ! - !
5 b ! + ! = !
: e ! i ! o !
! a ! s ! = !
! ) ! o+ ! o+ !
i 1 e 1
! IV a ! 5 ! & !
l b ! = ! = !
A ! ! 1
! v ! 7 ! I !
3 ! | |
! VI ! i ! = !
i I ! ; T ]
! VII ! o+ ! = !
1 o ! = 1
! VIII 1 ! = ! + !
! b ! . ! - !
- 3l 1 ] ]

‘ l IX ! e ! + !
. . L | s S gk
l ¥ ! +oul ! + !
| - L ‘! !
! XI ! s ! s !
- RO MEIiat Bt TV e MR UMb 1 1A e ' o B0 RNt M
! XTI ! o ! = |
- 1 1 = 1
! XITI ! & ! A2 !
i":‘—-—u—»-«...r' d T e T TS e S _iu. e Bl el B oo C D ol e e i b ;il«;i T I e T T e T e —-4-—

Explication des sismes. On compare, pour une souche pure, les numérations obtenues en mi~
lieux sdélectifs et les numérations obbtenues en nmilieu non sélectif + On ezlcule le ra

por S e ;
e Numération en milieu sélectif
~ Numération en milieu non sélec
Dans le tableau, la valeur approchée

tionnels de 1la fagon “u;vua+e-

=3

o.p
CULE
e R est indiquée par des signes conven—

2
a

| 142 -7 R. j7 0,8 s signe +
0,8 > 10~ % s signe I
‘ 10-3 ~ R ¢ signe -

Résultats variables selon les souches & gk TR
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. On compare, pour une souche pure, les numérations obtenues en milieux sélectifs et les
n milieu non sélectif. On calcule le rapport :
% g : .
on _en milieu sélectif

Numere n en milieu non sélectif
Dans le tableau, la valeur approchée de R est indiguée par des signes conventionnels de la facon sul—
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TABLEAU IO

1. XEMPLES D'ANALYSE BACTERIOQLOGIQUE DE SAUMURES ARTTISANALES

Technique ! Milieux de ! 1
d'ensemen- | numérition ! Saumure I { Saumure 2
-——._ggm.e-gg ————— ! -—-———"_“'—"""‘2’“! 3= 3+ 1+t 3+ + =t EoEESNSNETIESmENEEEEEET ! 31—+t -t 13-+ -+ -+ttt =t
"""" o Vi DR o RS o | T ORI e ; ! P e R i
i TVS BBL , Groupe III b, ¢, : 8,7 (*) Flavobacterium y Groupe I : 6,7 Vibrio costicolus
E1VS A ! Groupe IV a B2 Lactobacillus ! Groupe IV a : 6,8 Lactobacillus
! -1 hzl.otolérant { halotolérant
[ 1
i TVS saf , Groupe VI 6,9 Brevibacterium , Groupe I : 6,7 Vibrio costicolus
: : } Bs L.T. | Groupe IV b 3,6 Lactobacillus i Groupe 1V b : 4,3 Lactobacillus
Lérobiose e T
! ! non halophile ! non halophile
! !
i Ls tK i Gioupe VI 24619 Brevibacterium , Groupe V ou VI 3,8 Brevibacterium ou
: § ; Corynecbacterium
! DPTS ! Groupe XII o3l & Achromobacter ! Groupe XII : 3,5 Achromobacter
S & o~ o ! FF 3 1 S == ==! == == ==== oSS ESEEEmEOSEEEESEsE
! : ! H
Anaérobiose | DPIS ! Groupe XI 20 Groupe Hafnia ! Groupe £IL : I,7 Groupe Hafnia
! ! ! {
! ! 1 !
&) LogIG du nombre de bactéries viables par cm3 de saumure
N




TABLEAU II

- .- -

EXEMPLES D'AN. .V3E BACTERIOLOGIQUE DE JAMBOMN AVANT CUISSON ET DE JAMBON CUIT CONSERVE I5 JOUR3 SQUS "CRYCOVAC!
t 1
Technique i Milieux de , i
d'ensemen- = ‘ : Jambon avant cuisson Jambon conservé I5 jours sous ryovac "
! numération !
_“—99@992"':"‘ ! === ::::::::Z’ ::::::::'_‘.:::::'_:::::::'::‘.‘.'.':.'.T_::?—':.:::'_—.=====::===::‘_"=======:‘::= =:::-_:=:’:=====:::::::::::::::::::::‘::::::::::::: ——————

lérobiose

!
!
!
!
. ! - 5 !
TS i Geoupe IV a 6,7 (3) Lactobacillus | Groupe X 6,8 Micrococcus
| halotolérant i
TVS BBT ! Groupe X : 4,6 Micrococcus ! Groupe X 2660 "Mic rococeus T
—! !
TVS A | Croupe IV a ,7 (¥) Lactobacillus y Groupe IV a : 4,6 Lactobacillus
i ] halotolérant
1 ! £
Ls | Groupe IVb Be2 Lactobacillus | Groupe V 7,6 Microbacterium '
! non halophile ! ;
-1 ! ¢
As AT, ; Groupe IV b 8,2 Lactobacillus y Groupe IV b : 4,7 Lactobacillus
i non halophile t non halophile
DPTS ! Sroupe XII 37 Achromobacter ! Groupe XI,XII o AL
! 1 et XKIII b
i ! ====== =:===========—-—_-====_————-———.—===========—‘— ! ============================================
f !
DPTS ! Groupe XI 243 Groupe Hafnia ! Groupe X1 "4 i
! !
] !

(*) log; du nombre de bactéries

viebles par g de viande.
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