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Avant-propos 

L’ISO (Organisation internationale de normalisation) est une fédération mondiale 
d’organismes nationaux de normalisation (comités membres de I’ISO). L’élaboration 
des Normes internationales est confiée aux comités techniques de I’ISO. Chaque 
comité membre intéressé par une étude a le droit de faire partie du comité technique 
créé à cet effet. Les organisations internationales, gouvernementales et non gouverne- 
mentales, en liaison avec I’ISO participent également aux travaux. 

Les projets de Normes internationales adoptés par les comités techniques sont soumis 
aux comités membres pour approbation, avant leur acceptation comme Normes inter- 
nationales par le Conseil de I’ISO. Les Normes internationales sont approuvées confor- 
mément aux procédures de I’ISO qui requièrent l’approbation de 75 % au moins des 
comités membres votants. 

La Norme internationale ISO 5541 /l a été élaborée par le comité technique ISO/TC 34, 
Produits agricoles alimentaires. 

NOTE - La méthode spécifiée dans la présente Norme internationale a été élaborée conjointe- 
ment avec la Fédération internationale de laiterie (FIL) et l’Association des chimistes analytiques 
(AOAC) et sera également publiée par ces organisations. 

L’attention des utilisateurs est attirée sur le fait que toutes les Normes internationales 
sont de temps en temps soumises à révision et que toute référence faite à une autre 
Norme internationale dans le présent document implique qu’il s’agit, sauf indication 
contraire, de la dernière édition. 

Organisation internationale de normalisation, 1986 

Imprimé en Suisse 
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NORME INTERNATIONALE ISO 5541/1-1986 (F) 

Lait et produits laitiers - Dénombrement des coliformes - 
Partie 1: Technique par comptage des colonies à 30 OC 

1 Objet et domaine d’application 

La présente partie de I’ISO 5541 spécifie une méthode pour le 
dénombrement des coliformes par comptage des colonies à 
30 OC. 

La méthode est applicable 

- au lait et aux produits laitiers liquides; 

- au lait sec, à la poudre de lactosérum sucré, au 
babeurre en poudre et au lactose; 

- à la caséine acide, à la caséine lactique et à la caséine 
présure; 

- au caséinate et à la poudre de lactosérum acide; 

- au fromage et au fromage fondu; 

- au beurre; 

- aux produits laitiers congelés (y compris les glaces de 
consommation) ; 

- aux flans, aux desserts et à la créme. 

Cette méthode doit être préférée pour des échantillons suspec- 
tés contenir de grands nombres de coliformes (plus de 100 par 
gramme ou 10 par millilitre). 

NOTE - Pour les échantillons de petits nombres de coliformes (moins 
de 100 par gramme ou 10 par millilitre), voir I’ISO 5541/2. 

2 Référence 

I SO 707, Lait et produits laitiers - Jl& thode d’échan tiJJonnage, 

3 Définition 

Dans le cadre dé la présente partie de I’ISO 5541, la définition 
suivante est applicable. 

coliformes : Bactéries qui forment des colonies caractéristi- 
ques à 30 OC et qui peuvent fermenter le lactose avec produc- 
tion de gaz dans les conditions opératoires décrites. 

4 Principe 

4.1 Ensemencement des boîtes de Petri avec une quantité 
déterminée de la prise d’essai ou d’une série de dilutions déci- 
males de l’échantillon. Mélange avec un milieu sélectif (ense- 
mencement dans la masse) et recouvrement avec une couche 
de même milieu. 

4.2 Incubation des boîtes à 30 OC pendant 24 h. 

4.3 Comptage des colonies caractéristiques et, si nécessaire, 
confirmation des colonies par un test de fermentation du lac- 
tose (avec production de gaz). 

4.4 Calcul du nombre de coliformes par millilitre ou par 
gramme d’échantillon. 

5 Diluants et milieux de culture 

5.1 Composants de base 

Pour améliorer la reproductibilité des résultats, il est recom- 
mandé d’utiliser pour la préparation des diluants et des milieux 
de culture, des composants de base déshydratés ou des milieux 
complets déshydratés. Les instructions du fabricant doivent 
être suivies rigoureusement. 

Les produits chimiques doivent être de qualité analytique 
reconnue. 

L’eau utilisée doit être de l’eau distillée avec un appareil en 
verre, ou de l’eau déminéralisée. Elle doit être exempte de subs- 
tances susceptibles d’inhiber la croissance des micro- 
organismes dans les conditions de l’essai. Cela doit être con- 
trôlé périodiquement, en particulier dans le cas de l’eau déminé- 
ralisée. 

Des solutions d’hydroxyde de sodium et d’acide chlorhydrique 
(environ 0,l mol/litre) doivent être utilisées pour ajuster le pH 
des diluants et des milieux. 

5.2 Diluants d’emploi général 

52.1 Solution peptone-sel 

NOTE - La solution peptone-sel a été retenue par I’ISO comme diluant 
d’emploi général. 
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Composition Composition 

Peptone LO g Citrate trisodique dihydraté 
(Na&H,O,.2H,O) 20,o g 

1000 ml 
Chlorure de sodium (NaCI) 815 g 

Eau 

Eau 1 000 ml 
Préparation 

Préparation 
Dissoudre le sel dans l’eau en chauffant à 45-50 OC. Ajuster le 
pH de sorte qu’après stérilisation, il soit de 7,5 + 0,l à 25 OC. en chauffant si néces- 

stérilisation, il soit de 
5.3.2 Solution de monohydrogénophosphate de potas- 
sium (pour le fromage, le fromage fondu, la caséine, la caséine 
acide, la poudre de caséine lactique, la caséine présure, les 
caséinates, la poudre de sérum acide et la poudre de lait hatma- 
ker). 

5.2.2 Solution de Ringer diluée au quart 

Composition 

Composition Chlorure de sodium (NaCI) 

Chlorude de potassium (KCI) 

Chlorure de calcium, anhydre (CaCl$ 

Hydrogénocarbonate de sodium ( NaHUIs) 

Eau 

2,25 g 

0,105 g 

0,06 g 

0105 g 

1 000 ml 

Monohydrogénophosphate de potassium 
U$HPO,) 

Eau 

20 9 

1000 ml 

Préparation 

Dissoudre le sel dans l’eau en chauffant à 45-50 OC. Ajuster le 
pH. Pour la dilution primaire de la caséine acide et de la caséine 
lactique, le pH, après stérilisation, doit être de 8,4 * 0,l à 
25 OC. Pour les caséinates, le fromage, le fromage fondu, la 
poudre acide de sérum et la poudre de lait hatmaker, il doit être 
de 7,5 + 0,l à 25 OC. 

Préparation 

Dissoudre les sels dans l’eau. Ajuster le pH de sorte qu’après 
stérilisation, il soit de 6,9 + 0,l à 25 OC. 

5.2.3 Solution de peptone 

5.4 Répartition, stérilisation et conservation du 
diluant 

Composition 

Peptone 

Eau 

LO g 

1000 ml 
Répartir le diluant (5.2 ou 5.3) pour la dilution primaire dans des 
fioles (6.4). Répartir le diluant pour les dilutions décimales sui- 
vantes (5.2) dans des tubes à essais ou dans des fioles (6.6). 
Les quantités ainsi réparties doivent être telles qu’après stérili- 
sation, chaque fiole ou tube à essais (6.4) contienne 90 ml de 
diluant ou un multiple de 90 ml (ou tout autre quantité requise) 
et que chaque fiole ou tube à essais (6.6) contienne 9,0 ml 
de diluant ou un multiple de 9,0 ml (ou tout autre quantité 
requise). Boucher les tubes à essais et les fioles. 

Préparation 

Dissoudre la peptone dans I ‘eau. Ajuster le pH de sorte 
qu’après stérilisation, il soit de 7,0 k- 0,l à 25 OC. 

5.2.4 Solution tampon de phosphate 

Composition Stériliser à l’autoclave à 121 + IOC durant 15 min (un temps 
plus long peut être nécessaire pour les volumes plus grands). 

Dihydrogénophosphate de potassium (KH,PO,) 42,5 g 

Eau 1 000 ml 
Si le diluant n’est pas utilisé extemporanément, le conserver à 
l’obscurité entre 0 et 5 OC pendant 1 mois au maximum, dans 
des conditions évitant toute modification de son volume ou de 
sa composition. Préparation 

Dissoudre le sel dans 500 ml d’eau. Ajuster le pH de sorte 
qu’après stérilisation, il soit de 7,2 t 0,l à 25 OC. Diluer à 
1 060 ml. Conserver cette solution mère entre 0 et + 5 OC. 

5.5 Milieux de culture 

5.5.1 C%lose au violet, au rouge ne 
lactose (VR B L), milieu sélectif solide. 

lutre, à la bile et au 
Ajouter 1,O ml de cette solution à 1 000 ml d’eau. 

Composition 5.3 Diluants d’emploi particulier 

7,O g 

3,O g 

Peptone 
5.3.1 Solution de citrate de sodium (pour le fromage, le 
fromage fondu et la poudre de lait hatmaker). Extrait de levure 
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Lactose (CI~HzO11~H20) 10 9 

Chlorure de sodium (NaCI) 5’0 g 

Sels biliaires 1’5 g 

Rouge neutre 

Cristal violet 

Agar-agar 

Eau 

0’03 g 

0,002 g 

12 à 18 g” 

1000 ml 

Préparation 

Opérer comme suit pour conserver au milieu son pouvoir sélec- 
tif et sa spécificité. 

Dissoudre dans l’eau les composants ou le milieu complet dés- 
hydraté et laisser reposer quelques minutes. Mélanger ensuite 
énergiquement et ajuster le pH de sorte qu’après ébullition, il 
soit de 7,4 + 0,l à 25 OC. Porter à ébullition en agitant de 
temps en temps le récipient à l’aide d’un mouvement rotatif. 

Laisser bouillir durant 2 min. Répartir le milieu par quantités de 
100 à 150 ml dans des fioles stériles (6.5). Refroidir immédiate- 
ment le milieu au bain d’eau (6.15) à 45 Z!I 1 OC. 

Éviter le surchauffage du milieu ou un chauffage trop prolongé 
(ou des chauffages répétés). En conséquence, ne pas stériliser 
à l’autoclave et contrôler la stérilité du milieu au moment de 
l’emploi (voir 8.5.1). 

Utiliser le milieu dans les 3 h qui suivent sa préparation. 

5.5.2 Bouillon lactosé bili6 au vert brillant, milieu de con- 
firmation 

Composition 

Peptone 

Lactose KI~H~OI1~H~O) 

Bile de boeuf déshydratée 

Vert brillant 

Eau 

10 g 

10 g 

20 g 

0,013 3 g 

1000 ml 

Préparation 

Dissoudre 
déshydraté 

dans l’eau 
f en portant 

les composan 
à ébullition. 

ts ou le milieu complet 

Si nécessaire, ajuster le pH de sorte qu’aprés stérilisation, il soit 
de 7,2 + 0,l à 25 OC. 

Répartir le milieu, par quantités de 10 ml dans des tubes à 
essais (6.7) contenant les cloches de Durham (6.8). 

Stériliser à l’autoclave (6.1) a 121 + IOC pendant 15 min. 

Les cloches de Durham ne 
après stérilisation. 

doivent pas contenir de d’air 

6 Appareillage et verrerie 

NOTE - Le matériel à usage unique est acceptable au même titre que 
la verrerie réutilisable, si ses spécifications sont convenables. La verre- 
rie réutilisable doit être capable de résister à des stérilisations répétées 
et être chimiquement inerte. 

Matériel courant de laboratoire de microbiologie et notamment: 

6.1 Appareils pour la stérilisation en chaleur sèche 
(four) ou en chaleur humide (autoclave) (autoclave auto- 
nome ou faisant partie d’un appareillage pour préparer et répar- 
tir les milieux). 

Le matériel en contact avec le diluant, l’échantillon pour essai, 
les dilutions, sauf s’il est livré stérile (sacs en plastique, pipettes 
en plastique, etc.) doit être stérilisé par l’une des méthodes 
suivantes: 

a) soit au four, en le maintenant à une température de 170 
à 175 OC pendant au moins 1 h; 

b) soit à l’autoclave, en le maintenant à une température 
de 121 + 1 OC pendant au moins 20 min. 

6.2 Appareillage pour l’homogénéisation 

Un des appareils suivants doit être utilisé: 

a) un homogénéisateur rotatif, dont la fréquence de rota- 
tion est comprise entre 8 000 et 45 000 min - t, avec des 
bols en verre ou en métal, munis de préférence de couver- 
cles, résistant aux conditions de stérilisation ; 

b) un homogénéisateur de type pé 
avec des sacs stériles en plastique; 

ristaltique (stomacher), 

c) un mortier avec pilon. 

NOTE - Les bols, les sacs en plastique ou le mortier doivent avoir une 
capacité suffisante pour permettre de mélanger correctement I’échan- 
tillon avec la quantité appropriée de diluant. En général, le volume du 
récipient doit être environ le double du volume de l’échantillon pour 
essai additionné du diluant. 

6.3 Agitateur, capable de mélanger 1 ou 2 ml de I’échantil- 
Ion pour essai (cas des produits liquides) ou des dilutions déci- 
males, dans un tube de dimensions suffisantes, avec 9 ou 18 ml 
de diluant, afin d’obtenir une suspension homogène, et dont le 
principe de fonctionnement est basé sur un mouvement de rota- 
tion excentré du contenu des tubes à essais (agitateur Vortex). 

6.4 Fioles, de capacité suffisante pour contenir les 90 ml de 
diluant utilisés pour la suspension-mère, ou des multiples de 
90 ml, en laissant un espace suffisant pour l’agitation. 

6.5 Fioles, de 150 à 250 ml de capacité, pour contenir la 
gélose au violet, au rouge neutre, à la bile et au lactose (5.5.1). 

Selon les instructions du fabricant. 
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6.6 Tubes à essais, ou fioles, de capacité suffisante pour 
contenir 10 ml (ou un multiple de 10 ml, si nécessaire) de 
l’échantillon pour essai (s’il est liquide) ou de la dilution primaire 
(autre cas) ou des dilutions décimales suivantes et laisser un 
espace libre adéquat pour permettre une agitation convenable. 

6.7 Tubes à essais, de 20 ml de 
bouillon lactosé bilié au vert brillant 

pacité, 
5.2). 

pour contenir le 

68 
de le 

C 
ur 

loches de Durham, de dimensions appropriées 
utilisation dans les tubes à essais (6.7). 

en vue 

6.9 Pipettes (bouchées avec du coton), de 1 ml de capacité 
nominale et ayant un orifice d’écoulement de 2 à 3 mm de 
diamètre. 

NOTE - N’utiliser que des pipettes non ébréchées et, quand cela est 
nécessaire, avec des graduations bien marquées pour les distinguer 
nettement du contenu. 

6.10 Pipettes graduées (bouchées avec du coton), de 
grande capacité, par exemple 10 ou 20 ml. 

NOTE - N’utiliser que des pipettes non ébréchées et, quand cela est 
nécessaire, avec des graduations bien marquées pour les distinguer 
nettement du contenu. 

6.11 Boîtes de Petri, en verre ou en plastique, de 90 à 
100 mm de diamètre. 

6.12 Billes de verre, d’environ 6 mm de diamètre. 

6.13 pH-mètre, précis à + 0,l unité de pH à 25 OC. 

6.14 Balance, de portée suffisante et précise à 1 % de la 
masse nette pesée. 

6.15 Bain d’eau, réglable à une température de 45 + 1 OC. 

6.16 Bain d’eau, réglable à une température de 37 + 1 OC. 

6.17 ituve, capable de maintenir en tous points une tempé- 
rature de 30 I!I IOC. 

7 Échantillonnage 

Voir ISO 707. 

8 Mode opératoire 

NOTES 

1 Les opérations décrites en 8.1 à 8.5 ne doivent pas être effectuées à 
la lumière directe du soleil. 

2 Des précautions normales d’asepsie doivent être prises toutes les 
fois que c’est nécessaire. 

8.1 Préparation de 
la dilution primaire 

l’échantillon pour essai et de 

Préparer des dilutions de facon à obtenir 
plus de 10 et moins de 150 colonies. 

des boîtes contenant 

Pour éviter d’endommager les micro-organismes par de brus- 
ques changements de température, la température du diluant 
pendant les opérations décrites ci-après doit être du même 
ordre que celle de l’échantillon pour essai, sauf prescriptions 
contraires. 

8.1.1 Lait et produits laitiers liquides 

Agiter vigoureusement l’échantillon pour essai, afin d’assurer 
une répartition aussi uniforme que possible des micro- 
organismes, en inversant rapidement 25 fois le récipient conte- 
nant l’échantillon. II faut éviter la formation de mousse ou bien 
la laisser se disperser. L’intervalle entre le mélange et le prélève- 
ment de la prise d’essai ne doit pas dépasser 3 min. 

Prélever 1 ml de l’échantillon pour essai à la pipette et l’ajouter 
à 9 ml de diluant (5.2) (ou 10 ml d’échantillon pour essai à 90 ml 
de diluant ou 11 ml à 99 ml). Agiter cette dilution primaire (par 
exemple 25 fois avec un mouvement d’environ 300 mm pen- 
dant environ 10 s). Une dilution 10 - ’ est ainsi obtenue. 

Préparer les dilutions suivantes selon 8.2. 

8.1.2 Lait sec, po 
poud re et lactose 

udre de lactosér ‘um sucré, ba ‘re en 

Mélanger soigneusement le contenu du récipient fermé en le 
secouant de facon répétée par inversion. Si l’échantillon pour 
essai enfermé dans son emballage d’origine est trop plein pour 
permettre un mélange vigoureux, le mettre dans un récipient 
plus grand. Mélanger. Ouvrir le récipient, prélever la prise 
d’essai demandée à l’aide d’une spatule en procédant comme 
indiqué ci-dessous. Refermer immédiatement le récipient. 

Chauffer au b ain d’eau (6.15) une fiole contenant 
diluant a PProP rié à 45 I!I 1 OC. 

90 ml de 

Peser 10 g de l’échantillon pour essai dans un récipient de verre 
approprié (par exemple un bécher) et verser lentement la pou- 
dre dans la fiole de dilution contenant le diluant adéquat (5.2 
ou, si nécessaire, pour la poudre de lait hatmaker, 5.3.1 ou 
5.3.2 à un pH de 7,5 Ifr OJ). Sinon, peser 10 g de l’échantillon 
pour essai directement dans la fiole avec le diluant. 

Afin de dissoudre, tourner lentement pour hydrater la poudre, 
puis agiter 25 fois la fiole pendant environ 10 s avec un mouve- 
ment d’environ 300 mm. On peut utiliser un homogénéisateur 
de type péristaltique [6.2.b)] comme autre moyen d’agitation. 

Replacer la fiole dans le bain d’ ‘ea u pendant 5 min, a 
sionnellement. Une dilution 10 -1 est ainsi ob tenue. 

giter occa- 

Préparer les dilutions suivantes selon 8.2. 

NOTE - Dans le but d’avoir une meilleure reconstitution, en particulier 
pour la poudre de lait hatmaker, il peut être utile de se servir de billes de 
verre (6.12). Dans ce cas, il conviendra de les mettre dans les fioles 
(6.4) avant stérilisation. 
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8.1.3 Fromage et fromage fondu 

ISO 5541/1-1986 (FI 

8.1.6 Beurre 

Peser 10 g de fromage ou de fromage fondu dans une capsule. 
Les placer dans le récipient de I’homogénéisateur rotatif [6.2.a)] 
ou de I’homogénéisateur de type péristaltique [6.2.b)] ou dans 
le mortier 16.2.c)l. 

Lorsqu’on utilise un homogénéisateur rotatif ou un homogénéi- 
sateur de type péristaltique, ajouter 90 ml de diluant (5.2, 5.3.1, 
ou 5.3.2 à pH 7,5 I!I 0,l). Mélanger jusqu’à ce que le fromage 
soit complètement dispersé (1 à 3 min). L’idéal serait de s’assu- 
rer que la température de dispersion ne dépasse pas 40 OC et en 
aucun cas elle ne doit être supérieure à 45 OC. Laisser la 
mousse se disperser. 

Si un mortier est utilisé, ajouter un minimum de diluant et 
mélanger avec le pilon pour obtenir une pâte homogène sans 
grumeaux. Ajouter le restant de diluant de facon à obtenir un 
total de 90 ml de diluant. Une dilution 10 - 1 est ainsi obtenue. 

Préparer les dilutions suivantes selon 8.2. 

Mettre le récipient contenant l’échantillon pour essai dans le 
bain d’eau à 45 + 1 OC (6.15). Agiter pour faciliter sa fonte et 
l’y maintenir jusqu’à ce que tout l’échantillon pour essai soit 
juste fondu. Agiter et, avec une pipette réchauffée à environ 
45 OC, introduire 10 ml dans une fiole contenant 90 ml de 
diluant (5.2). Agiter chaque fois avant de réaliser les prélève- 
ments suivants. On peut également utiliser un homogénéisa- 
teur de type péristaltique [6.2.b)1 pour mélange. Une dilution 
IO- ’ est ainsi obtenue. 

On peut également 
pour la dilution, de 

travailler 
la facon , 

uniquemen 
suivante. 

Prendre une prise d’essai de 50 g (contenant environ 8 ml 
d’eau) et ajouter 42 ml de diluant (5.2.3) réchauffé à 45 OC. Pla- 
cer le récipient dans un bain d’eau à 45 I!I 1 OC (6.15) jusqu’à 
ce que le beurre soit fondu. Bien mélanger et laisser séparer 
pendant 15 min, au maximum. Pipetter la couche inférieure; 
1 ml est équivalent à 1 g de beurre. 

Préparer les dilutions suivantes selon 8.2. 

8.1.4 Caséine acide, caséine lactique et caséine présure 

Peser 10 g de produit dans une capsule. Les placer dans une 
fiole de dilution contenant des billes de verre (6.12) et 90 ml de 
diluant de monohydrogénophosphate de potassium (5.3.2) à 
pH 8,4 pour les caséines acides et lactiques. 

Laisser pendant 15 min à température ambiante, puis élever la 
température à 37 k 1 OC au bain d’eau (6.16). Maintenir les 
fioles à 37 OC pendant encore 15 min et secouer vigoureuse- 
ment par intervalles. Une dilution 10V1 est ainsi obtenue. 

NOTE - Éviter l’emploi d’un homogénéisateur rotatif [6.2.a)] ou d’un 
homogénéisateur de type péristaltique 16.2.b)l à cause de la formation 
de mousse. 

Préparer les dilutions suivantes selon 8.2. 

8.1.5 Caséinate et poudre de sérum acide 

Peser 10 g de produit dans une capsule. Les répartir très lente- 
ment à la surface de 90 ml de diluant de monohydrogénophos- 
phate de potassium (5.3.2) à pH 7’5 + 0,l dans une fiole de 
dilution en agitant le mélange après chaque ajout. 

On peut également ajouter le produit sec à un volume minimum 
de diluant et le mélanger avec une baguette de verre pour obte- 
nir une pâte uniformément hydratée sans grumeaux. Ajouter le 
restant de diluant de facon à obtenir un total de 90 ml de 
diluant. 

Laisser pendant 15 min, puis élever la température à 37 + 1 OC 
au bain d’eau (6.16). Maintenir la fiole de dilution à 37 OC pen- 
dant encore 15 min. Mélanger soigneusement avec I’homogé- 
néisateur rotatif [6.2.a)] ou I’homogénéisateur de type péristal- 
tique 16.2.b)l. Laisser la mousse se disperser avant de poursui- 
vre. Une dilution 10-l est ainsi obtenue. 

Préparer les dilutions suivantes selon 8.2. 

phase aqueuse 

8.1.7 Produits laitiers congelés (y compris les glaces de 
consommation) 

Procéder comme indiqué pour le beurre (8.1.6) (première alter- 
native), mais en utilisant un bain d’eau à 37 OC (6.16) au maxi- 
mum. La température de l’échantillon pour essai ne doit pas 
dépasser 37 OC. Une dilution 10 - 1 est ainsi obtenue. 

8.1.8 Flans, desserts, lait fermenté et crème 

Peser 10 g de produit dans une fiole (6.4) contenant des billes 
de verre (6.12). 

Pour le flan, les desserts et la crème douce ajouter 90 ml de 
diluant (5.2) et agiter pour disperser. Pour le lait fermenté et la 
crème acide utiliser les diluants 5.2 ou 5.3.2 à pH 7,5 k 0,l. On 
peut utiliser un homogénéisateur de type péristaltique L6.2. b)]. 
Une dilution IO- 1 est ainsi obtenue. 

Préparer les dilutions suivantes selon 8.2. 

8.2 Dilutions décimales suivantes 

A l’aide d’une nouvelle pipette et en évitant tout contact entre 
la pipette et le diluant, introduire 1 ml de la dilution primaire 
dans un autre tube contenant 9 ml de diluant stérile. une nou- 
velle pipette doit être utilisée pour chaque dilution. 

En alternative, introduire 10 ml de la dilution primaire dans une 
fiole contenant 90 ml de diluant stérile ou 11 ml de la dilution 
primaire à 99 ml de diluant stérile. Dans la pratique courante, 
quand on exige une dilution 10m3, ajouter 1 ml de la dilution 
primaire à 99 ml de diluant stérile. 

Mélanger soigneusement, soit par aspiration-refoulement, 
10 fois, avec une nouvelle pipette, soit en utilisant un agitateur 
mécanique (6.3) pendant 5 à 10 s pour obtenir la dilution IO-*. 
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8.7 Comptage La vitesse de rotation de ce dernier doit être choisie de sorte 
que le liquide tournoyant affleure à 20 ou 30 mm du bord du 
récipient. Après incubation des boîtes, retenir celles qui contiennent plus 

de 10 et moins de 150 colonies. Compter les colonies rouges 
foncées ayant un diamètre d’au moins 0,5 mm, caractéristiques 
des coliformes. Confirmer, immédiatement après la période 
d’incubation, selon 8.8, les colonies douteuses que l’on peut 
s’attendre à retrouver, particulièrement dans les produits lai- 
tiers contenant des sucres autres que le lactose. Calculer le 
nombre de colonies par gramme ou par millilitre, en prenant en 
compte les résultats obtenus aux essais de confirmation s’ils 
ont été faits, au moyen de la formule donnée en 9.2. 

Si nécessaire, répéter ces opérations sur la dilution 10-* et les 
dilutions décimales suivantes afin d’obtenir des dilutions 10v3, 
10e4, etc., jusqu’à obtenir le nombre approprié de micro- 
organismes par millilitre (voir 8.1). 

Lorsque 10 ml plus 90 ml, 11 ml plus 99 ml ou 1 ml plus 99 ml 
ont été prélevés, agiter manuellement (par exemple 25 fois avec 
un mouvement d’environ 300 mm pendant environ 10 s). 

8.8 Essais de confirmation 8.3 Durée des opérations 

Ensemencer cinq colonies de chaque type, si c’est possible, 
dans des tubes de bouillon lactosé bilié au vert brillant (5.5.2) et 
incuber à 30 I!I 1 OC pendant 24 -t 2 h. Les colonies pour les- 
quelles on observe une formation de gaz dans les cloches de 
Durham sont considérées comme étant des coliformes. 

Le temps qui s’écoule entre le prélèvement de la, prise d’essai ou 
la fin de la préparation de la dilution primaire et le mélange des 
dilutions et des milieux ne doit pas dépasser 15 min, sauf pres- 
criptions contraires. 

Calculer le nombre de colonies coliformes par boîte à partir 
du/ou des pourcentage(s) de colonies coliformes confirmées, 
et le nombre de colonies de chaque type dans la boîte. 

8.4 Ensemencement 

Préparer deux boîtes à partir du produit liquide et/ou à partir de 
chaque dilution choisie (voir 8.1). 

Transférer au centre de chaque boîte, à l’aide d’une pipette, 
1 ml du produit liquide ou de la dilution adéquate. Mettre en 
contact l’extrémité de la pipette avec une surface sèche dans la 
boîte. Utiliser une nouvelle pipette pour chacune des dilutions. 

9 Expression des résultats 

9.1 Retenir, pour le comptage, les boîtes contenant plus de 
10 et moins de 150 colonies. 

8.5 Répartition de la gélose 92 . Le nombre 
ou pa r gramme ( 

de coliformes par millilitre ( 
autres produits) est égal à 

produ its liquides) 

8.5.1 Couler dans chaque boîte de Petri ensemencée environ 
12 ml de gélose VRBL (5.5.1) à 45 + 1 OC (voir la note). CC 

(n, + 0,l n*) d 
Mélanger immédiatement après avoir coulé la gélose, par rota- 
tion de la boîte de Petri afin d’obtenir une répartition régulière 
des colonies après incubation. Laisser se solidifier sur une sur- 
face fraîche et horizontale. 

où 

Cc est la somme des colonies coliformes comptées en 8.7 
ou 8.8; 

Préparer une 
sa stérilité. 

boîte témoin avec 12 ml du pour contrôler 

9 est le nombre 
mière dilution ; 

de boîtes utilisées selon 8.7 pour la pre- 

NOTE - Pour contrôler que la température de la gélose est bien de 
45 + 1 OC, il est recommandé de placer un thermomètre dans une 
solution d’agar-agar à 1,5 % (mlm) coulée dans un récipient séparé 
identique à celui utilisé pour le milieu. Cette solution de contrôle de 
température doit être chauffée et refroidie de la même facon que le 
milieu. 

n2 est le nombre 
seconde dilution ; 

de boîtes utilisées selon 8.7 pour la 

d est le facteur de dilution 
comptages ont été obtenus. 

à partir duquel les premiers 

8.5.2 Après solidification complète du milieu, couler à la sur- 
face du milieu ensemencé environ 4 ml du milieu VRBL (5.5.1) 
à 45 + 1 OC. Laisser se solidifier. 

9.3 Pour exprimer le nombre de coliformes, arrondir le nom- 
bre obtenu en 9.2 à deux chiffres significatifs. Si le nombre se 
termine par 5, arrondir de manière que le chiffre immédiatement 
à gauche soit pair. 

8.6 Incubation 
NOTE - S’il y a plus de deux dilutions à compter, la formule doit être 
modifiée, pour prendre en compte la dilution suivante. Ainsi, pour trois 
dilutions, le nombre par millilitre ou par gramme est égal à 

Incuber les boîtes en position retournée. Ne pas empiler plus de 
six boîtes. Les piles de boîtes ne doivent ni se toucher, ni être 
en contact avec les parois ou la partie supérieure de l’étuve. 

cc 
Incuber à 30 %- 1 OC, pendant 24 + 2 h. (~1 + 0,l n2 + 0,Ol n3) d 
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9.4 Si tous les dénombrements sont inférieurs à 10, indiquer 
que le nombre de coliformes par millilitre ou par gramme est 
((inférieur à 10 x d)), d étant l’inverse du facteur de dilution la 
plus basse. 

10 Procès-verbal d’essai 

Le procés-verbal d’essai doit indiquer la methode utilisée, le 
résultat obtenu et la maniére dont il est exprimé. 

9.5 Si tous les dénombrements sont supérieurs à 150, calcu- 
Ier le nombre estimé à partir des boîtes ayant un nombre de 
colonies proche de 150 et le multiplier par l’inverse du facteur 
de dilution. Exprimer ce resultat en tant que ((Nombre estimé de 
coliformes par millilitre» ou ((par gramme». 

II doit, en outre, mentionner tous les details opératoires non 
prévus dans la présente partie de I’ISO 5541 ou facultatifs, ainsi 
que les incidents éventuels susceptibles d’avoir agi sur les résul- 
tats. Le proces-verbal d’essai doit aussi donner tous les rensei- 
gnements nécessaires à l’identification compléte de I’échan- 
tillon. 

9.6 Le résultat peut être exprimé par un nombre compris 
entre 1,0 et 9,9 multiplié par W, x étant la puissance de 10 
appropriée. 
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