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MINISTERE DE LA SANTE
ET DE LA PROTECTION SOCIALE

ARRETE INTERMINISTERIEL r® 196 MSPS. /MINAGRA/MIC.
du 3 aolr 1993 relatif aux méthodes de prélévement et de
conirble bactériologique des gfacgs et crémes glacées. -

LE MINISTRE DELA SANTE ET DE LA PROTECTION SOCIALE ;
LEMINISTRE DE L'AGRICULTURE ET DES RESSOURCES ANIMALES ;
LE MINISTRE DE L'INDUSTRIE ET DU COMMERCE,

Vu iz loi n® 63-301 du 26 juin 1963 relative & Ia ré;;i;ession
des fraudes dans la vente des marchandises et des falsifications
des dencées alimentaires et produils agricolss ;

Vi le décret n® 83-808 du 3 aoQt 1983 portant application de Ia
Joi n® 63-301 du-26 juin 1963 relative & la répression des fraudes

en c¢ qui concemne la fabrication et la-éonimercialisatitn des produits

laitiers ;

Vu le décret n® 91-755 du 14 novembre.1991 pomnt nomination
4 membres du Gouvernement ;

.¥u le décret n® 91-806 du 11 décembte 1991 portant attributions

des membres du Gouvernement

Vu l'arrété n® 250 du 18 novembre 1988 fixant les normes *

4 respecter pour la confection dé certamcs " défifées “alimentaires
et de boissons non alcoolisées,

ARRETENT : S L e

ainsi que les laboratoires agréés pour. le coptrdle des laits
et produits laitiers sont tenus d'emnployer, en appllcauon de

I'article 71 du décret n° 83-808 du 3 aofit 1983 les mé!hedes ‘| Tunité d'échantillonnage doit &tre représcntéc par l‘umté comp}éte :

décrites' en annexe pour le préldveinent ét le contrble
bactériologique des glaces et crémes glacées, -

e

Art. 2. — Les critbres microbiologiques des glaces et:crémes’

glac€es tels que. fixés 2 V'article 3 de I'arrété n° 250 .dn
18 novembre 1988 sont modifiés comme suit :

— Microorganismes aérobies 2 30°C/g-.......... ~ 3310°
—-Colzformcsa30°(1!g ...... N {1
“— Coliformes f6caux 2 44°CIg .. ... iviernrrnnns 1
~— Staphylococeus aurens/g .. ..o.. i eeuvnnnn.. 10
— Salmonella dans 25 grammes ............. ... absence

La détermination de ces criteres est effectuée conformément
aux-dispositions de 1'annexe du présent arrété,

Art. 3. — Le directeur général de la Sauté et de la
Protection sociale, le directeur généx:al des Ressources
animales et le directeur de la Répression des Fraudes
et du Contrdle de Ia Qualité sont chargés de l'exécution
du ‘présent arrété qui sera publié au Journal officiel de la
Républigue de Cdte dTvoire.

Abidjan, le 3 aofit 1993,

Le ministre de In Sanré
et de la Protection sociale,

Professeur Alain EKRA.

Le ministre de U'Agriculture
etdes Revsources animales,

M. Lambert KOUASSI KONAN.
Le ministre de Ulndustrie et du Conunerce, :
M. Ferdinand KACOU ANGORA.

1 jusquay moment de I'analyse ;

ANNEXE
a l'arrété interministériel n® 196 MSPS/MINAGRA/MIC. du
" 3 aoftt 1993 relatif aux méthodes de préldvement ef de contréle
bactériologigue des glaces ét ckémes glacées.

1. PRELEVEMENT DES GLACES,ET CREMES GLACEES

A. — MATERIEL A UTILISER
— Récipients neutres, stérilisables ou & usage unique ;

— Cuilléres A long manche, spatules, sondes 3 usage umque ou
stérilisables :

— Pour le transport, Jes récipients-contenant les &chantillons doivent
&lre placés dans une boite isotherme équipée de fagon i maintenir les
produ;ts congélés jusqu'a larsivée au laboratoire.

B. — TECHNIQUES DE PRELEVEMENT

1% Le laboratoire doit disposer pour condu:re les analyscs
compléfes d'environ 500 grammes de produnt soit cing fois
100 -grammes. Ces 100 grammes peuve.nt &tfe fournis par-une. ou
plusieurs pidces ;

[T

a3t
: 2° Les prélévements dmvent étre faits selon les techmques
suxvantes en respectant les précautions d‘usage en baclénologle

— Les glaces et crémes glacées congxtloméu en emballage
individuel doivéiit ke Prélevées’ et transmises” all’ labdratoiré dans
leur emballage d'origine en conservant le régune de =congélauon

Prniat e e

1. —= Pour les glaces et crémes glacées (senucs a la cuzllerc. on

- . . 'vcndues au moyen d‘appareil dlstnbuteur, pré!aver i'échanullon
Article premier, — Les- laboratoires officiels’ dés iinisteres | dans les conditions de vente et:'sis la forme habituéile’
chargés de la Santé, des Ressources animales et du Commerce, :

présentation du produit au consommateur. ;

. \
3

— Pour les glaces multicouches,: glaces ondulées, glaces .
coptenant des noix, des fruits, des morceaux de chocolat, ste..., *

offerte & Ia vente ;

-— Pour les glaces et crémes glacées vendues au demi-litic :ou
ay Hitre : prélever 'unité de vente : .

— Dans le cas des productions arusanaics, un échan;:llon de
100 grammes sera prélevé,

Si aprés analyse les résultats ne sont pas satxsfmsants un deunbme
prél%vement de 500 grammes sera effectué:

II. — ANALYSE BACTERIOLOGIQUE DES GLACES )
ET CREMES GLACEES ’

. A. — MILIGUX DE CULTURE ET DILUANT
Utiliser pour la préparation du diluant et des milienx de culture,
des composants de base deshydratés.ou une préparation compléte

deshydratée. Les prescriptions du fabricant doivent &ire suivies
scrupitlensement.

Les produits chimiques doivent &ire de qua.hté analyuquc L'eau
utilisée doit &tre distillée ou déminéralisée et exempte de substances
susceptibles d'inhiber la croissance des' microorganismes, dans les
conditions de Fessai. Si le diluant et les milieux de.culture ne sont pas
ublxsés extcmporanément suivre Jes indications'du fabncant

1° diluants
1.]. — Bau pcptonéc tamponée: o
Peptone o.v.evevliiinranrsanteiotsanancraansias 10 grammes
Chlrorure de SOdiEm ..vviivnnennreerienanasneens 5 grammes
Monobydropénophosphate de sodium ............. .9 gianmes
Dihydrogénophosphate de potassium .. .......iuusius 158
Eau distillée ......... T eee i 1 000 milklitres
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1.2. — Tryptone sel :

Y PIONE . ittt ittt 1 gramme
Chiorure de SOdiUm ... .\uoeenrenisennn. 8 grammes
Bandistillée ........ ...l 1 000 millilitres
pH = 70+£02

Dissoudre les composants dans l'eau en portant ébuhuon

Répartir ensbite les quantités de diluant nécessaires pour l'examen

dans les fioles de capacité appropriée. Stériliser 2 V'autoclave & 121°C
pendant 20 minutes,

2° Gélose pour dénombrement PCA

....................................... 5 grammes
Extraitdelevare ..., .. ..ccviimiietinnnnnin, 258
Glucose ............. 1 gramme
. 15 grammes
BRUiStI6e :evniiurrrnrinnnainnnennn 1000 mililitres
pH =70 £02 ’

Dissoudre dans I'ezu & ébuhhou Répamr le mxheu i raison
- 15 ‘millilitres par tube & essai slénhser a lautoclave a 121° C
pendant 15 minutes.

3° Gélose blanche

A ittt idiaaaa.a 9218 grammcs
Eaudistillée .......00vciiiiniiininaa... 1 000 mi].!i!itms
4° Géloxe au désoxychocélate | pour 1 000

:. Peptone bactériologique ............0oo.L.. e "10 grammes
Chlorure de sodiums ... ... o........ et -«.. 5 grammes
Phosphate. dipOtassiqie.. . .. .- v e s s s cnnns 2 grammes
Citrateferrique . . ... ......oiiiii e 1 grapime
Citrate de sodium . .. ..ooo i i i 1 gramme
[ TR L t.. 10grammes
Désoxycholatede sodivm . ... ..ovvvineniinin., .. 1 gramme
Rowvgeneuwtre ....._...,. S S S 0,03 .
Afar. ..o 13 prmmes
Ball diSIEe . v evvvvtseerieennannnnn e 1000 milifiitres
pH=73£02

Mélanger jusqu'd obtention d'une suspension homogéha. Faire

chauffer lentemerit en agitant fréquemment. Puis porter X ébulition
Jjusqu'a dissolution complite, Ne pas autoclaver.

5° Gélose lactosde, bilide, cristal violer .

et rouge newtre (VRBL})

Peptone bactériologique . ......... e 7T grammes
Extraitdelevire . ... ... oo i 3 grammes
Chilorure de S0QMUM .. oo v vv v iennenueieiiuniinn.. $ grammes
Selsbiliaires . ........ovviviniei L8
Lactose ... ..o i i 10 grammes
Rougeneutre ................c.oo.lil ., 0038
Cristal Volet .. ..oy vess e 0.0{'(2- g
AAr e 11 grammes
Bau.. . oooin ey a 0. 1000 miltilitees
pH =74 %02 :

Mélanger jusqu'a obtention d'une suspension homogéne.

Faire chauffer lentement en agitant fréquemment, puis porter
a ¢bulition jusqu'd dissolution complate. Ce milien peut 2ure utilisé
dés sa préparation ou &tre stérilisé 3 l'sutoclave & 110° C pendant
20 minutes.

6° Bouillon lactosd bilié au vert brifllant (BLBVB)

6.1. — Milisu simple concentration :

Peptone bactérologique . .. ...l 10 grammes
TBilede bl ..o 20 grammes
Latt088 v vttt it e 10 prammes
Vert BrllEnt . . o o v e v etraes et e nraeaans 0,0153 g.
Ball.. .o iiieninnaas e Sreenraeenees 1 000 millilitres .
pH =72 £02 '
6.2. — Milieu double concentration :
Peptone bactériologique . ..., ...coii el 20 grammes
Biedebeuf......cooviiiiiiiiiiiii i 40 grammes
tacioée .................................... 20 graiiimes
Vert brllAnt . .. . oeeveeeeeeras e eeeanens 0,0266 g.
E'm.i' ..................................... 1 000 millilitres
pH = 7 2 0.2

Bien mél:mger et répartir dans les tubes contenant une cloche de -

Durham.

Stériliser & 'autoclave & 121°C pendant 15 minutes.

7° Gélose Baird Parker

PepIONg s e e e 10 grammes
Extraitde viande de beeuf ... ...... . ii i naeens 4 grammes |
Extraitde Ievire . .. .. vii ittt cie e Zgrammcs
Pyruvate de-sodium, ., ..o i SO TITT v e e 10, grammes
ChlorurEde Bthivm . .. ..o vt e vev.. 5 grammes
Glyoocolle ... ovennreiiiieeriininns v 12 grimmes'
N .. 14'grammes

Eaudistillée........co0vn vl iiiiinnnns 1 000 millilitres

" pH =72 £02
Meitre 57 grammes de poudre dans un litre d'eau froide.

Attendre 5 minutes, puis mélanger jusqu'd obtention d'une
suspension homogine.

Chauffer lentement en agitant fréquemment, puis porter & ébulition

jusqu'a dissolution complite.
Repartir 2 raison de 100 miliilitres par flacon.

Ay moment de l'emploi ajouter 3 100 millilitres’ de milie fondi
et refroidi 2 45° C

Mélanger soigneusement aprés.chague sddition. Couler 15 &

20 millilitres de milieu oomplel dans’ des boltes do Petri stériles -

el laisser e solidifier.

Les boites penvent Etre conservées, avant séchage vingt-quatre
heures an maximurn entre 0 et + 5°C.

Ay moment de l'emploi, sécher les botws, de pr&f&tnee couvercle
enlevé et surface de Ia gélose touriiée Vers le bas dz.nx une Stuve
ou un incubateur xéglé & 50 & 1° C-pendant 30 minutes. -, '

— 50° C, 5 millilitres de jaune d'ceuf an tellurite -
" de potassium £% 2,5 m] de sulfamethazine 3 0,2 %. +

C



pH =74 £02
Bien mélanger avant répartition.
Stériliser & l'autoclave 121°C pendant 15 minutes.

9° Plasma de lapin lyophilisé
— Réhydraler le plasma conformément aux indications du fabricant.
I10® Bouillon de Muller Kauffmann

— Milien d'enrichissement au ttrathionate et an vert brillant :
Peplone de soja

.............................. 238
Hydrolyat trypsique de caséine . ................. 7 prammes
Chlorure de SOl .o ee e 25 grammes
Carbonate desodium . ........ooeeiiiiiiiiL 23 grammes
Thiosulfate de BOAIUM . oot ey 40,7 g

« Biledebeeuf.............. il i75¢.
Bau distillée . ........ 70 oo s r'o0 millfires
pH= 73 02 :

Mettre 82 grammes de poudre dans un litre d'ean distillée.
Porter & gbulition.

Ramesger & 45°C et ajouter 19 m:li.xhtres d'une solution
mdo-mdu:ée et 9,5 ml d'une solution de vert brillant 3 0,1 %.

— Solution iodo-ioduré :
Iodu ..... 20 grammes
Iodurs de potassiim .« revste e e v v e v vncnnnn e » 25 grammes
. Baudistiflife ... ... ..o sv oo 100 millilitres
. ~—Solution de vert brillant : .
Vert brllBat. .. ... i cenariianennn 058
Eaudistiliéc ................................ iﬂi)mﬂhhtres

Bien mélangeret repartir en tubes ou flacons de 20 mn]hlmes sténies

11® Bouilion au selenite cystine

-~ Milieu de base

B 0 1 30g.
B 402
Hydrogénophosphate disodique ... .. covivvenein., .. 100g.
. Dodécahydraté (Na,= HPO, =12H, =0) . .
Hydrogénoselenitede sodivm .. ............... RN 40g.

Eau....... R R Y £ L ! 000 millilitres

Dissoudre les trois premiers composants de base dars l'eau,
en portant ¢t maintenant & ébulition pendant:5 minutes,

Aprés refroidissement, ajouter I'hydrogénoselenits de sodium.
§i'nécessaire, ajusterle pH 2 7,0.
"2 Solution de L, Cystiie :

...................................

0,1 g
Solution dhydroxyde de sodium . ... . ... Dverer.o. 15 millilitces
C MNaoH) = 1 mol/1. « Solution 1 N »
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( 8° Bouillon cerveau-caeur ‘ Complater & 100 millilitres dans une fiole stérile avec de I'eau stérile.
Piot€ose PepLone . . ... ooii e 10 grammes | INe pas stésiliser.
Infusion de cervellede veau . .. ................... 125g. — Milie complet :
Infusiondecoewrdebeuf . ..o v vt iie e nnnnn. 5 grammes Milieu de base ... oovonneceinnene e 1000 millititres
Chlorure 88 SOGMUIR + .« oo i e vr e 5 geammes Solutionl de Leysting ........ooviivanrnnianns 10 millilitres
Phosphate disodique . ... .v oo neeneinsn.s 25¢ Refroidir le milien de base et ajouter stérilement la solution
' de L. Cystine. -
GIUCOSE . ..oy i e 2 grammes

Si nécessaire, ajouter le pH 2 7,0

Repartir stérilement le milieu par quantités nécessaires par l'examen
dans des flacons stériles de capacité adéquate.

Utiliser Je milien Ie.jmir de sa préparation.

. 12° Bouillon rappaport-vassiliadis an vert malachite
et au chlorure de magnesiunt.

— Solution A :

TOYPLONE + .ot 50g
CHIOFuce de SOTUM « ..+ voearensiseenaneereenns 80g
Djhydmgénophosplate de potassium ('KHz PD,I) . 156

2 1000 millilitres

DLssoudre ies composanis dans 1‘eau en chau{fant 2.70°C, La solution
doit &tre préparée le jour méme de la préparation du milier rappaport -

vassxhadls
" SolutionB: '
' “tSeJ:ct::hydmte de chlorure de magnesism . .... .. 4000g
(ng CL, = 6}, O}
BAM .. iitinnnravenissasaastnmmsssssnnsnnn 1 GO0 millitres

Dissoudre le chlorure de magnesium dans 'ean.

La solution peut &tre conservée dans un-flacon de verre brun, 2 la
température ambiante,

— Solution C: _
Oxalate de vert-de-malachite . .............0ivvin 04¢g..
2 T 1000 millitres

Dissoudre Y'oxalate de vert malachie dans l'eau.

La solution peut &tre conservée dans un flacon de veme brur &
températute ambiante.

— Milieu complet :

R20) (1T 115 1 17, SETERERY 1000 m@flilitres
SolutionB ...........c0ouel R e 100 miliilitres
SolutionC .. vvinreriviiaiiien s eaaes - 10 milli)itres

Ajouter 3 1000 millilitres de solution' A ; 100 millilitres de solution B
et 10 millilitres de solutions C.

Si nécessaire, ajuster le pH de sorte qu'api®s stérilisation, il soit
de52.

‘Repartir des tubes A essai par quantités de 20 millilitres.
Stériliser A 115°C pendant 15 minutes.
Conserver le miliey ainsi préparé au réfrigérateur.

13° Gélose au vert brillant et ay rouge de phénol

{Edel et kampelmacher;.
Extcait de viande de beenf déshydrats . .......o.oo.. 4 grammes
Peptoiie pancréatique de caséine ............cveune 10 grafm_mes
Extrait GEIEVUTE ... erieensninereens rravias 3 pramnmes

Monohydmogéno-phosphate de soditm .o evveiennnt. 082
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Dihydrogéno phosphate de sodium ......... PP 0,6 g. Dissoudre les composants déshydratés ou le milien de base
LBOMOS, -+ eeea s eean et 10 gramones complet déshydraté dans l'eau en chauffant si nécessaire.

Sacchardse .. ....viiviniiiiiii e 10 grammes Ajuster Je pH de sorie qu'aprds stérilisation il soit de 7.4, .

Y ir Ie mili i tité de 10 millikitres.
Rougedephénol ........ccvvvnnni .. 0,09 g. Répartir le milieu dans des tubes & esse par quan el )

™ - o,
Vert brillant .. .. ... e, 0,005 g. Stériliser pendent 10 minles 3 121°C, -
Laisser reposer en position inclinée de fagon & obtenir un culot

N 2. 12 & 18 gramunes de 2,5 cm de profondeur,
Bau o e e e 1 000 millilitres

Dissoudre le milieu coxﬁplet déshydraté ou les composants
de base géshydraté dans 'eau en portant ¥ ébulition.

Ajuster si nécessaire le pH A 7,0,
Répartir le milieu dans des tubes ou flacons appropriés.
Stériliser 15 minutes 3 121°C £ 1°C.

Répartir le milien complet dans des boites de Pétri et laisser se
solidifier.

Juste avant Femploi, sécher soigneusement les boftes de milien
.- 158 (de préférence aprds avoir retiré les couvercles et retournsé
Ies boites) dans vne étuve réglée & 50°C % 1°C durant 30 minutes
Jjusqu's séchage de )a surface de la gélose,

I4° Gélose nutritive
Peptone pancréatique de caséine . ............... 50¢g.
Extraitde VIBNdE ...ovvieiieeieiineennerannn, 308
ABAT-ARAT .. irtt i et n ettt i, 120g
O +» 1000 grammes

Dissondre dans I'eau les composants déshydratés ou le milien
complet déshydraté en portant 4 ébulition. Ajouter le pH de
telle sorte qu'il soit de 7,0 + 0,1 aprés stérilisation.

Répartir le milien dans-des tubes A raison de 5 millilitres environ
par tube,

Stériliser 4 I'antoclave pendant 15 minutes a 121°C.
Mettre 52 grammes de poudre dans un litre d'eau distillée.

Porter & ébulition jusqu'a ‘dissolution complite en agitant

.quemment ( mesurer la quantité d'eau 4 employer aprés ébuhtmn
et refroid issement).

Ne pas autoclaver
Couler en bolte de Pétri.

15° Gélose TSI au citrate de fer el au trois sucres
Extrait de viande

.............................. 3 grammeg
Extraitdelevore ..o, 3 grammes
PepOne ...\t s 20 grammes
Chlomuredepsodiom ........covvvenenoennnnnnnn. 5 grammes
LaCIOSE . it i e e 10 grammes
Saccharose ... oiiiiiiii i i a 10 prammes
Glacose ........... e e e, 1 gramime
Citrate de fer @I} ...o.oovveen ... [T 03¢g.
Thiosulfatgdesodium .......................... 0,3 g.
Rouge de phénol ...................... SUPT 0,024 5.
Agar-Agar ... i i 122 18 grammes
L 1 000 millilitres

"+16° Gélose Kligler ~— Hajna (mdreu lactose—glucose H,=§)

Pastone . ...cvvviiieeiiinines Feveranaiean 15 grammes
Extraitde viandede boenf ... ....ooiiiiiiiienn 3 grammies
. Extmaitdelevure ... 3 grammes
Peptone. pepsique de viande ... ... R ETRRTRRTTE 5 grammes
Chlorure de sOditm .. .. vvinvinnre e rranneanns 5 grammes
Sulfate ferreux ............ e 0.2¢g.
Thiosulfate de SOGIUM + « v nevnveeererensnnnanes 038
10T 1 S 10 grsmmes
GICOSE «vev i ennnrerencanns i 1 gramme
Rouge de phR0l ... vvuvneencnrannnenn e 0024 g
N T 11 grammes
Eap distillée ......... et aaae 1 009 millilitres
pH= 7,5_ +0,2

Mettre 53,5 . de poudre dans un litre d'eau distillée .
Porter & £bulition jusqu'a dissolution complite.

Bien mélanger et répartir.

Stériliser & 'autoclave & 121°C pendant 15 ptinutes.
Refroidir en position mclmée -

B. -—~MODE OPERATOIRE
. 1° Prise d'essai, solurion mére, dilutions'

L'échantillon prélevé aseptiquement est placé su bain marie
2 45°C - 50°C jusqu' la décongélation.

Aprs avoir mélangé soigneusement échantillon fondu, introduire
aseptiquement 25 grammes du produit dans un flacon de dilution
approprié contenant des billes de verre stérilisées.

Ajouter 225 millilitres du diluant 1.1 ou 1.2 afin de réaliser une
suspension au 1/10 (Ja solution mére). Boucher le flacon ef agiter.

Préparer ensuite les dilutions décimales. Transvaser un millilitre
de la solution im&re dans un mbe contenant 9 millilitres de diluant
stéril, mélanger en utilisant un agitateur de tube appropri€ pour obtemr
1a dilution 10.2.

Répéter l'opération & partir de la dilution 10.2.

Procéder de maniére identique pour les dilotions suivantes :

Chague nouvelle dilution est effectuée avec une pipette d'un
millilitre stérile distircte.

2° Dénombrement des germes aérobies mésophiles

— Ensemencement :

Prendre deux boites de Pétri stériles. Transférer dans chacune
d'elle, & Vaide d'une pipette stérile, un millilifre de suspension mére.
Recommencer les mémes opérations 3 partir des autres dilutions.

‘Couler dans chague bofte de Pétri 15 millilitres de 1a gélose pour
dénombrement (2) préalablement fondue et refroidie 3 45°C £:0,50°C.
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Le temps qui s'éconle entre le moment ob Yon prépare les
dilutions et celui ot l'on coule Ja gélose dans les boftes, ne doit pas
excéder 15 minutes.

Mélanger soignensement linoculum an milien ot lafsser solidi.ﬁe-r

en posant les boites de PEtri sur une surface fraiche et horizontale.

Couler a la swface du milien ensemencé 4 millilitres de la gélose
blanche (3 préalablement fondue et ramenée 4 45°C, Laisser solidifier.

— Incubation :

Retourner les boltes ainsi préparées et les placer & l'étuve
330°C4 1°C pendant 72 + 3 hentes.

- Dénombrement :

Procéder slors au comptage des colonies, Ne setenir pour le
dénombrement que les boites contenant entre 30 et 300 colonies.

3° Dénombremen: des coliformes

a) Pénombrement de coliformes en milieu solide :

— Ensemencement : .

Prendre deux boites de Pétri stériles. Transférer dans chacune
d'elle, & l'aide d'ane pipette stérile, un millilitre de 1a suspension mére.

Recommencer les mémes opérations & parti des autres dilutions.

Couler dans chaque boite de Pétri environ 12 millilitres de gélose
VRBL (5) préalablement fondue et ramenée 4 45°C + 0,50°C.

Mélanger soigneusement linoculum au milien et laisser solidifier
Ies boites de Pétri sur une surface fraiche et horizontale. Préparer

également une boite témoin avec 12 millilitres de miliew pour
conteBle de stérilité,

Aprés solidification complite, couler, & la surface du milien
ensemencé environ 4 millilitres de gélose VRBL (5) 45°C + 0,50°C.
La.lsser solidifier comme décrit ci-dessus.

— Incubation :

Retourner les boites ainsi préparées et les placer a I'étuve
230°C & 1°C pendant 24 heures + 2 heures.

~ Dénombrement :

‘Procéder au comptage des colopies caractérisliques des
coliformes {€olonies rouge-foncé ayant 0,5 mun de diamétre ou plus).
_Retenir pour le dénombrement les boites entre 15 et 150 colonies.

b) Dénombrement des coliformes en milicu liquide :
{(Méthode avec calcut du nombre le plus probable NPP).

— Ensemencement :

Prendre trois tubes contenant 10 millilitres de milien double
concentration de BLBVE. (6.2). Transférer dans chacun de ces tubes,
avec une pipette st€rile, 10 millilitres de la suspension mére.

Prendre ensuite trois tubes de milien sélectif simple concentration

(6.1). Transférer dans chacun de ces tubes, avec une pipette, un
millilitre de 1a suspension mére.,

Répéter les m&mes apérations par les dilutions suivantes :

— Incubation :

Faire incuber les tubes de bouillon double comcentration
430°C+ 1°C pendant 24 heures & 2 henzes.

Faire incuber les tubes de bouillon simple concentration
430°C % theure, pendant 48 heures & 2 heures.

— Repiquage !

A partir de chaque tube de bouillon double concentration incubé
positif présentant un dégagement gazeux dans les cloches de
Durham ensemencer i l'aide d'one anse bouclée, un tube de milien
sélectif simple concentration. Incuber & 30°C X 1°C pendant
48 4 2 heures.

— Dénombrement :

Pour chague dilution, compter les mbes positifs, et calesler le
nombre le plus probable 2 'aide de tables de référence.
4° Dénombrement des coliformes fécaux
&) Dénombrement des coliformes fécaux cn milien solide :

Procéder selon les m&mes modalités. que pour les coliformes
mais en portant les boites de Pétri ensemencées a 44°C & 0,50°C
pendant 24 heures 4 48 heures,’

b) Dénombrement en milieu liquide ;
{Méthode avee calcul du nombre Je plus probable NPP).

Repiquer i I'aide d'une anse bouclée, les tubes de bouillon lactosé

bilié au vert brillant trouvés posmfs lors du dénombremment des
coliformes.

les tubes ensemencés sont incubés & 44°C + 0,50°C pendant
24 heares i 48 henres,

Compter les tubes positifs et calculer le nombre Ie plus pmbablc
# I'aide de tables de référence.

*58 Recherche et dénombrement de staphylococcus aureus.
— Ensemencement :  ~

Prendre deux boites de Pétri stériles contenant le milieu Baird
Parker (7) et transférer avec une pipette stérile, 0,1 ml de Ia suspension
mzre 3 la surface de chague boite. Etaler linoculum A Laide d'un étaleur

- de'verre stérile.

Répéter Iopération avec les dilutions suivantes si nécessaire.

Laisser sécher les boites avee leur couvercle environ 15 minutes
3 Ia température ambiante.

— Incuber.:

Retourner les boites ainsi préparées et les faire incuber durant
24 heures puis 48 heures dans 'étuve réglée & 37°CL 1°C.

— Dénombrement :

Dénombrer les colonies typiques noires, brillantes, de diamdtre
compris eatre 0,5 et 2 milliméires présentant un liseré blanc cpaque
entouré d'upe surfole d'éclaircissement du milien. Tenir compte
pour le dénombrement des boites renfermant jusqua 150 colonies.
Dénombrer séparément les colonies atypiques.

Choisir sur chaque bofte en vue de la confirmation 5 colonies
typigues et / ou atypiques.

— Confirmation {recherche de la coagulase) :

A I'side d'un fil stérile prélever une partie de chague co}ome
sélectionnée et l'ensemencer dans un tube du bouillon. cerveau-

" coeur {8).

Faire incuber 2 37°C pendant 20 & 24 hienres.

Dans des tubes stériles & hemolyse, ajouter aseptiquement
0,53 ml de bouillon cerveau-cceur (8) ensemencé 4 1,5 ml du plasma
de Tapin (9) (ou suivre les indications du febricant). Agiter et ineuber
i létave 2 37°C.
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Vérifier 1a coagulation du plasma av terme d’une période
de 24 heures. Considérer que la réaction est coapulase positive

quand le coagulum occupe plus des trois guarts du volume initizlement
occupé par le liquide.

Calculer le nombre de staphylococcus aureus 2 l'aide du
pourcentage des tubes positifs.

6° Recherche des salmonella SP

La technique de recherche des salmonella doit &tre faite en
trois phases :

a) Préenrichissement ¢

Prendre aseptiquement 25 grammes d'échantillon et ajouter
225 millilitres d'ean tamponnée stérile {1.1). Incuber pendant
16 & 20 heures 3 37°C+ 1°C.

b) Enrichissement :
* - A partir du milieu d¢ préenrichissement :

~— Porter 2 millilitres dans deux tubes conienant 20 millilitres
chacun de bouillon Muller Kauffmann au tetrathionate et au vert
. ‘lant (10) on 0,2 mi dans deux tubes contepant chactn
<u millilitres de milien rappaport vassidialis (12).

Portér également 2 millilitres dans deux tubes contenant
20 millilitres chacun de bouillon au selenite—cystine (119.

~— Faire incuber 37°C £ 1° C ua tube de bouilion au selepite-cystine
et un tube contepant le bouillon Muler Kauffmann ou rappaport-
va§sid§alis V

- Paire incuber & 43°C £ 1°C un tube de bouilion sc-,lemt;:—cysune

et un tube contenant le bouillon Muller Kauffmann ou rappaport-
vassidialis.

c)Isolement :

Aprés 24 heures d'mcubauon. effectuer, & partir des milienx
d'enrichissement, des isolements & Ia surface de gélose au vert brillant
-- - rouge-de phénol (13) et 3 la surface d'un deuxitme milieu sélectif an
choix. )

Faire incuber les boites de Pétri a4 37°C % 1°C pendant

24 beures 2 heures, S: le devcloppement est insuffisant, poursuivre
l'incubation,

Les colonies typiques de salmonella cultivée sur gélose au vert
brillant et an rouge de phénol sont roses bordées de rouge vif, '

§il y & présence de colonies caractéristiques ou suspectes
repiquer 5 colonies sur gélose nutritive (14) et les sowmettre
ensuite aux essais bjochimiques classiques..

Utiliser de préférence les géloses TSI (15) ou kliger (16},
.~ :

MINISTERE DE L'EQUIPEMENT
DES TRANSPORTS ET DU TOURISME

ARRETE n° 120 METT. du 21 septembre 1993. — Sont
nemmeés direcieurs départementaux du ministire de
TEquipement, des Transports et du Tourisme.: .

01. — DIRECTION REGIONALE D'ABIDIAN
01-1. — Direction départementale d'Abidjan-Edilité

M. Gohoun Ouogou, mie 96 972-R, ingénienr des Travaux
publics de 1= classe 3¢ échelon,

_Travaux publics dé 1= classe 3° échelon,

01-2. — Direction départementale d'Abidjan-Yopougon

M. Kongo Beugreé, mie 108 396-X, ingénieur des Travaux
publics de 1~ classe 2 €chelon.

01-3. — Direction départementale de Sesan

M. Coilibaly Fatogoma, mle 161 502-T, ing€nieur des
Techniques de 2° classe 4° échelon.

01-4. — Direction départementale d'Aboisso

M. Agui Toussaint Hubert, mle 128 471-3, ingénieur
des Travaux publics de 2° classe 4° échelon,

01-5. — Direction départementale d'Adzopé

M. Goulé-bi-Zah, mle 128 476-X, ingénicur des 'I‘ravaux
publics de 2° classe 4¢ échelon

01-6. Directiorz départemeniale dAgboville

M. Kouassi Bodi Théodore, mie 103 416-K, mgémeur des C
Travaux publics de 1= classe 3° &chelon.

01-7. — Direction départementale de Divo

M. Djo Yapo, mle 110 342-A, ingénicur des Travaux publics
de 1™ classe 2° échelon,

01-8. — Direction départementale de Tiassalé
M. Gogo Dibo Frédéric, mle 90 159-G, ingénieur des Travaux
publics de classe principale 3° échelon.
02. - DIRECTION REGIONALE DE DALOA

02-1. — Direction départementale de Dalpa
M. Essoh Lath Bamnabé, mle 130 427-Q, ingénieur des

G2-2, Direction départemenrale de Gagnba

M. N'Guessan Yao mle 110 367-B mgémeur des Travanx
publics de 1= classe 1= échclon . C

02-3. — Direction départementale de Bouaﬂé
M. Konan Kouakou Adrien, mie 103 415-], ingénieur des
Travaux publics de 1™ classe 3° &chelon.

03. — DIRECTION REGIONALE DE KORHOGO

03-1. — Direction départementale de Koriwgb

M. Nindjin Malan Joseph, mle 154 833, mgémeur des
Travaux publics de 1= classe 3° &chelon.

03-2. — Direction Départementale de Ferké

M. Coulibaly Innocent B. mle 59 488-F, ingénienr des
Techniques de classe principaie 1= échelon.
03-3, — Direction départementale de Boundiali

M. Aka Ettiégné Eugtne, mle' 133 141-V. ingénieur des
Travanx publics de 2¢ classe 4° échelon.

7 034 Direction départementale de Tengrela (_

M. Aounan NDri Gustave, mle 137 842, ingénieur des
Techniques de 2° classe 4° échelon.



