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INTRODUCTION

L’expression « coliformes totaux » regroupe plusieurs especes bactériennes de la famille des
Entérobactéries qui sont anaérobies facultatives, a Gram négatif, asporulées en forme de batonnet
et produisant des colonies foncées a reflets vert métallique en moins de 24 heures, a 35 °C sur un
milieu de type m-Endo contenant du lactose. De plus, tous les coliformes totaux doivent produire
une réaction negative a I’épreuve de la cytochrome-oxydase et une réaction positive au test de
I’ONPG (ortho-nitrophényl-R-D-galactopyranoside).

Les coliformes totaux sont des microorganismes indicateurs dont le dénombrement permet de
déceler le niveau de pollution d’origine organique dans les eaux de surface, les eaux souterraines,
les sources d’approvisionnement ou les canalisations d’eau potable. Ce dénombrement peut
également servir a vérifier I’efficacité du traitement de I’eau ou indiquer une recroissance
bactérienne dans le biofilm dans un réseau de distribution par exemple (Santé Canada, 2014).

Le Réglement sur la qualité de I’eau potable (RQEP) du Québec contient des normes pour les
coliformes totaux et les colonies atypiques observées lors de I’analyse des coliformes totaux
(Gouvernement du Québec, Edition courante). Ainsi, lorsque la méthode d’analyse employée
pour les coliformes totaux permet leur déenombrement, la présence de plus de 10 UFC/100 ml ou
la présence de coliformes totaux dans plus de 10 % des échantillons prélevés pendant 30 jours
consécutifs entraine une non-conformité au RQEP. Par ailleurs, la présence de plus de
200 colonies atypiques par membrane lors de I’analyse des coliformes totaux avec la technique
de la membrane filtrante amene aussi une non-conformité au RQEP.

Bien que la méthode MA. 700 — Col 1.0 puisse étre employée afin de verifier la conformité
réglementaire de I’eau potable en ce qui a trait au dénombrement des coliformes totaux, elle n’est
plus employée dans ce cadre au CEAEQ.

Cette méthode correspond a la méthode 9222B du Standard Methods for the Examination of
Water and Wasterwater (APHA, AWWA et WEF, 2012). L'étape facultative de confirmation des
colonies de coliformes totaux est une procédure originale élaborée et validée par le Centre
d’expertise en analyse environnementale du Québec (CEAEQ).

DOMAINE D’APPLICATION

Cette méthode sert a dénombrer les coliformes totaux par filtration sur membrane et s’applique
aux eaux usees, aux eaux souterraines et a I’eau de surface. Bien que non employée au CEAEQ
dans ce cadre, elle peut également s’appliquer a I’eau potable. Les échantillons de sols, de boues,
de dechets solides et de sediments peuvent étre analyses par cette méthode si la concentration
suspectée en coliformes totaux est supérieure a 10 UFC/g d’échantillon humide (unités formant
des colonies).

Les coliformes totaux sont utilisés comme indicateur de pollution d’origine organique.
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PRINCIPE ET THEORIE

La méthode de filtration sur membrane consiste a recueillir, identifier et dénombrer, a la surface
d’une membrane filtrante stérile, les bactéries recherchées dans un échantillon. Les eaux usees
doivent faire I’objet de dilutions et les solides sont mis en suspension et dilués dans un tampon
phosphate. Pour les coliformes totaux, un volume déterminé de I’échantillon est filtré a travers
une membrane d’une porosité de 0,45 um et ensuite incubé pendant 24 heures + 2 heures a
35°C £ 0,5 °C sur le milieu m-Endo. Dans ces conditions, le résultat des réactions biochimiques
entre un sous-produit de la fermentation du lactose (I’acétaldéhyde), la fuschine basique et le
sulfite de sodium présent dans le milieu de culture permet la croissance sélective, la numération
et I’identification présomptive des coliformes totaux qui apparaissent en colonies caractéristiques
a reflets vert métallique (Power et Zimbro, 2009). La présence de coliformes totaux est
confirmée ensuite par une réaction négative a I’épreuve de la cytochrome-oxydase et une
réaction positive au test de I’ONPG.

Le lauryl sulfate de sodium présent dans le milieu de culture m-Endo inhibe la croissance des
microorganismes sporulants producteurs de gaz, alors que le désoxycholate de sodium et I’alcool
inhibent les microorganismes sporulants et les bactéries a Gram positif.

FIABILITE

3.1. INTERFERENCE

Les bouteilles d’échantillonnage de 250 ml remplies a pleine capacité ne permettent pas d’agiter
I’échantillon et de disperser uniformément les bactéries présentes dans tout le volume initial.
Le rejet d’une portion de I’échantillon au laboratoire risquerait de modifier la concentration
initiale des bactéries par unité de volume de I’échantillon et de fausser le résultat. L’analyse de
tels échantillons doit faire I’objet d’une remarque a cet effet dans le rapport d’analyse.

La présence de matiéres en suspension de I’échantillon peut nuire a la filtration en colmatant la
membrane. Les matieres en suspension accumulées sur la membrane peuvent également entraver
I’observation des colonies en masquant ou en inhibant la croissance des coliformes totaux.
L’utilisation de plusieurs membranes est alors indiquée afin de filtrer le volume d’échantillon
requis.

La gélose m-Endo doit étre conservée a 4 °C a I’abri de la lumiere pendant une période
d’entreposage maximale de deux semaines. Une période d’entreposage prolongée peut conduire
a une baisse appréciable de la sélectivité et du rendement de ce milieu.

Les bactéries ne doivent pas étre en suspension dans I’eau de dilution pendant plus de 30 minutes
a la température ambiante, car il peut en résulter une variation de la population initiale.

Certains genres bactériens tels qu’Aeromonas peuvent croitre occasionnellement sur le milieu
m-Endo a 35 °C et produire des colonies vert métallique caractéristiques. Cependant, ceux-ci
produisent une réaction positive a I’épreuve de la cytochrome-oxydase.
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3.2. LIMITE DE DETECTION

La limite de détection pour cette méthode est de 1 UFC (unités formant des colonies) par volume
ou dilution filtré.

3.3. LIMITE DE QUANTIFICATION

Les limites de quantification, inférieure et supérieure, pour cette méthode sont respectivement de
20 et 80 UFC de coliformes totaux. Le nombre total de colonies de toutes sortes doit étre
inférieur a 200 par membrane. De plus, lorsqu’il y a une croissance abondante d’organismes,
spécifique ou non, le résultat peut étre non quantifiable. Le résultat est alors rapporté de la facon
suivante :

TNI : colonies trop nombreuses pour étre identifiées.

3.4. FIDELITE

Les résultats de la validation de cette méthode sont disponibles pour les clients qui en font la
demande.

PRELEVEMENT ET CONSERVATION

Les échantillons doivent toujours étre prélevés avec toutes les conditions d’asepsie nécessaires
dans des contenants stériles de verre ou de polypropylene a large ouverture, de capacité
d’environ 250 ml, en laissant un espace d’air d’au moins 2,5 cm.

Lorsque les échantillons sont prélevés dans le cadre du RQEP, les instructions de I’annexe 4 de
ce réglement doivent étre respectées.

Les contenants utilisés pour le prélevement des echantillons d’eau potentiellement chlorée telles
que des eaux usées, doivent contenir une solution de thiosulfate de sodium (Na2S203) dont la
concentration finale est d’au moins 100 mg/l dans I’échantillon. Une telle concentration est
suffisante pour neutraliser jusqu’a environ 15 mg/l de chlore résiduel (APHA, AWWA et WEF,
2012). Le thiosulfate de sodium agit comme agent neutralisant du chlore résiduel qui pourrait
étre présent dans I’eau. Il empéche ainsi le chlore d’agir entre le moment du prélevement et celui
de I’analyse et permet donc d’obtenir une estimation juste du nombre de microorganismes
présents dans I’eau au moment du prélévement.

Par ailleurs, une étude realisee dans nos laboratoires sur les eaux de consommation a permis
d’établir que le délai maximal admissible pour I’analyse était de 48 heures apres le prélevement
et que I’échantillon doit étre protégé contre les effets de la température a I’aide d’un isolant
thermique ou étre réfrigéré pendant le transport.

A leur réception au laboratoire, les échantillons qui ne sont pas analysés dans les 4 heures qui
suivent leur arrivée doivent étre placés au réfrigérateur jusqu’au moment de leur analyse.

6 de 20 MA. 700 - Col 1.0



Les échantillons recus congelés dans des contenants non conformes ou selon des délais de
prélévement inacceptables (> 48 heures), ne doivent pas étre analysés.

APPAREILLAGE

5.1.
5.2.
5.3.
5.4.
5.5.
5.6.
5.7.
5.8.
5.9.

5.10.
5.11.
5.12.
5.13.
5.14.
5.15.
5.16.
5.17.
5.18.
5.19.
5.20.
5.21.

Stérilisateur a rayons ultraviolets

Boites de Pétri d’environ 49 mm x 9 mm

Membranes filtrantes stériles quadrillées de porosité de 0,45 um et de 47 mm de diamétre
Pincettes en acier inoxydable a bouts plats

Pipettes stériles de 10,0 ml et 1,0 ml de type TD
Thermométre permettant une lecture 2 0,5 °C

Tubes a essais de 16 mm x 125 mm avec bouchons

Fil a boucle

Loupe ou stéréomicroscope

Autoclave

Incubateur dont la température est ajustée a 35 °C £ 0,5 °C
Balance analytique avec une précision de 0,01 g

Rampe de filtration avec entonnoirs et supports de filtres
pH-metre

Plaque chauffante agitatrice avec barre magnétique
Reéfrigérateur maintenant une température entre 2 et 6 °C
Pompe a vide

Hygromeétre

Flacons laveurs pour I’eau de ringage

Bouteilles de 150 ml avec bouchon

Papiers en laine de verre

MILIEUX DE CULTURE ET REACTIFS

Tous les reactifs commerciaux utilisés sont de qualité A.C.S., a moins d’indication contraire.
L’eau utilisée pour la préparation des milieux de culture et des réactifs est de I’eau distillée,
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déminéralisée ou ultrapure. Les marques de commerce apparaissant ci-dessous ne sont
mentionnées qu’a titre de renseignement.

6.1.  Ethanol 95 %, C,HsOH (CAS n° 64-17-5)
6.2.  Hydroxyde de sodium, NaOH (CAS n° 1310-73-2)
Solution commerciale 10 N.
6.3.  Acide chlorhydrique, HCI (CAS n° 7647-01-0)
Solution commerciale 1 N.
6.4.  Phosphate de potassium anhydre, KH2PO4 (CAS n°® 7778-77-0)
6.5.  Bandelettes pour la détection de I’activité cytochrome-oxydase
Pathotec® cytochrome-oxydase, Remel®.
6.6.  Substrats chromogéniques Colilert®, format P/A 100 ml, Idexx Laboratories®
6.7.  Solution d’hydroxyde de sodium 1 N

Ajouter 100 ml de la solution commerciale de NaOH 10 N (cf. 6.2) dans environ 700 ml
d’eau et compléter a 1 000 ml avec de I’eau. Cette solution se conserve a la température
ambiante.

6.8. Gélose m-Endo LES

Ce milieu est disponible dans le commerce sous forme déshydratée. 1l est utilisé a raison
de 51,0 g/l et sa formulation tel que présentée par le fabricant est la suivante :

Formule en grammes par litre d’eau

Casitone 3,790
Thiopeptone 3,790
Extrait de levure 1,29
Chlorure de sodium 3,79
Lactose 949
Tryptose 750
Phosphate de potassium dibasique 3,30
Phosphate de potassium monobasique 10g
Désoxycholate de sodium 0,19
Lauryl sulfate de sodium 0,05¢g
Sulfite de sodium 1649
Fuschine basique 0,89
Agar 1509
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6.9.

6.10.

6.11.

Dans un erlenmeyer de 2 000 ml, peser 51,0 g de milieu déshydraté, ajouter 1 000 ml
d’eau contenant 20 ml d’éthanol & 95 % (cf. 6.1). Porter le milieu a ébullition sur une
plaque chauffante jusqu’a dissolution compléte en remuant avec un agitateur magnétique
(ne pas laisser bouillir). Le pH doit étre de 7,2 + 0,2 a 25 °C. Si nécessaire, ajuster le pH
avec une solution de HCI 1 N (cf.6.3) ou de NaOH 1 N (cf.6.7). Ne pas autoclaver.
Reépartir en volumes de 4 ml dans des boites de Pétri de 49 mmx 9 mm et laisser
solidifier.

Le milieu doit étre conservé a environ 4 °C a I’obscurité pendant deux semaines au
maximum.

Gélose infusion ceeur-cervelle

Ce milieu est disponible dans le commerce sous forme déshydratée. Il est utilisé a raison
de 52,0 g/l et sa formulation tel que présentée par le fabricant (par exemple BD BBL™)
est la suivante :

Formule en grammes par litre d’eau

Infusion cceur-cervelle (matiéres solides) 8,00
Digestion peptique de tissu animal 509
Digestion pancréatique de caséine 16,09
Bacto dextrose 2,09
Chlorure de sodium 500
Phosphate disodique 2,59
Agar 13,59

NOTE - La gélose nutritive ou la gélose trypticase de soya peut aussi étre utilisée
comme milieux non sélectifs de propagation.

Dans un erlenmeyer de 2 000 ml, peser 52,0 g de milieu déshydraté et dissoudre dans
1000 ml d’eau. Porter le milieu & ébullition sur une plaque chauffante a feu moyen
jusqu’a dissolution compléte en remuant avec un agitateur magnétique. Le pH doit étre
de 7,4 £ 0,2 a 25 °C. Si nécessaire, ajuster le pH avec une solution de HCI 1 N (cf. 6.3) ou
de NaOH 1 N (cf. 6.7). Répartir environ 8 ml dans des tubes de 125 mm pour former des
géloses inclinées. Stériliser a 121 °C pendant 15 minutes.

Le milieu doit étre conservé a environ 4 °C a I’obscurité pendant quatre semaines au
maximum.

Solution tampon phosphate

Dissoudre 34,0 g de KH2PO4 (cf. 6.4) anhydre dans environ 500 ml d’eau, ajuster le pH a
7,2 + 0,5 avec une solution de NaOH 1 N (cf. 6.7) et compléter a 1 000 ml avec de I’eau.
Cette solution se conserve a 4 °C.

Eau tamponnée de rincage
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Ajouter 1,25 ml de la solution tampon phosphate (cf. 6.10) par litre d’eau. Répartir dans
des bouteilles de polypropylene ou encore des flacons laveurs et autoclaver a 121 °C
pendant 20 minutes. L’eau tamponnée de ringage se conserve deux mois a 4 °C.

6.12. Eau tamponnée de dilution

Ajouter 1,25 ml de la solution tampon phosphate (cf. 6.10) par litre d’eau. Répartir dans
des bouteilles de 150 ml en volumes suffisants pour obtenir un volume final de
90 ml + 2 ml aprés autoclavage a 121 °C pendant 15 minutes. L’eau tamponnée de
dilution se conserve deux mois a 4 °C.

6.13. Préparation des tubes de réactif Colilert®

Verser le contenu d’un sachet de réactif Colilert® (cf.6.6) dans 100 ml d’eau stérile.
Répartir en volume de 2 ml dans des tubes a essais stériles de 16 mm x 125 mm avec
bouchons. Ne pas autoclaver le réactif Colilert®. Ce réactif se conserve une semaine a
4 °C.

PROTOCOLE D’ANALYSE

Pour toute série d’échantillons, les recommandations des Lignes directrices concernant les
travaux analytiques en microbiologie, DR-12-SCA-02, sont suivies et tous les éléments de
controle et d’assurance de la qualité nécessaires sont réaliseés en conformité a ces lignes
directrices.

Il est recommandé que les entonnoirs et supports de filtre soient lavés et stérilisés aux rayons
ultraviolets aprés toute série d’analyses ou interruption de travail supérieure a 15 minutes. La
stérilisation aux rayons ultraviolets est obligatoire avant I’analyse de chaque échantillon d’eau.

Le lavage et la stérilisation a I’autoclave de I’equipement de filtration sont indispensables apres
I’analyse d’échantillons fortement contaminés (eaux de plages, lacs, eaux usées, etc.) et avant de
poursuivre I’analyse sur des echantillons peu contaminés (eau de consommation).

L absence de coliformes totaux dans chaque entonnoir et support de filtre doit étre vérifiée avant
chaque série d’analyses et tous les 10 échantillons. Procéder en rincant la paroi intérieure de
I’entonnoir avec environ 20 ml & 30 ml d’eau de ringage (cf. 6.11). Filtrer sur une membrane
stérile et incuber pendant 24 heures + 2 heures a 35 °C + 0,5 °C sur le milieu m-Endo (cf. 6.8). La
fréquence de ce contrble peut étre augmentée lors de I’analyse d’eau fortement contaminée. En
tout temps, les exigences prescrites par le document DR-12-SCA-02 doivent étre respectées.
Dans le cas ou les analyses demandées sont combinées (coliformes totaux et coliformes
thermotolérants), le témoin de stérilité peut étre fait avec le milieu de culture pour les coliformes
totaux.

7.1. PREPARATION DES ECHANTILLONS

Tous les échantillons d’eau ou les échantillons trés liquides doivent étre homogénéisés en agitant
vigoureusement les bouteilles d’un mouvement vertical.
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En ce qui concerne les échantillons de sols, de déchets solides, de sédiments ou de boues,
10 grammes d’échantillon sont prélevés et mis en suspension dans 90 ml d’eau tamponnée de
dilution (cf. 6.12) (dilution 1/10) avant de procéder a I’analyse.

Les échantillons soupgonnés d’étre fortement contaminés (eaux usées, boues municipales ou
industrielles, sédiments contaminés, fumiers, etc.) doivent étre traités de facon a obtenir, pour un
volume donné d’échantillon, entre 20 et 80 colonies sur la membrane et ainsi permettre une
lecture juste et rapide du nombre de colonies.

Pour cela, des dilutions sériées sont effectuées de la fagon suivante :

7.2.

en conditions aseptiques, pipetter 10 ml d’échantillon dans 90 ml d’eau tamponnée de
dilution (1/10) ou encore 10 ml de la dilution 1/10 d’un échantillon solide dans 90 ml
d’eau tamponnée de dilution (1/100);

bien agiter la bouteille d’eau tamponnée de dilution contenant I’échantillon afin
d’homogénéiser son contenu;

répéter cette méme opération jusqu’a I’obtention de la dilution désirée (1/100, 1/1 000,
1/10 000, etc.);

changer de pipette entre chaque dilution.

ANALYSE DE L’ECHANTILLON

Placer les entonnoirs et les supports dans le stérilisateur a rayons ultraviolets pendant
2 minutes.

Mettre les supports et les entonnoirs sur la rampe de filtration.
Mettre en fonction I’appareil a vide.

Prendre une membrane filtrante stérile pres du bord a I’aide d’une pincette stérilisée par
flambage a I’alcool et la déposer ensuite sur le support de filtre.

Placer I’entonnoir sur le support et le fixer fermement.

Verser dans I’entonnoir les volumes requis, selon la nature de I’échantillon analysé (voir
le tableau qui suit). Pour les volumes de 10 ml ou moins, introduire de 20 & 30 ml d’eau
tamponnée de rincage (cf. 6.11) dans I’entonnoir de filtration. Ensuite, prélever a I’aide
d’une pipette stérile le volume désiré. Laisser couler I’échantillon en appuyant le bout de
la pipette sur I’épaulement interne de I’entonnoir. Enlever la derniére goutte de la pipette
a I’aide de la poire.
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Provenance de I’eau Volumes en ml

— Eau potable traitée ou non traitée, eau souterraine (puits) 100 ml

— Eaux de surface (rivieres, lacs, plages, etc.) 50,10 et 1 ml

— Eaux usées domestiques, municipales, industrielles, etc. 10 et 1 ml de chacune

— Lixiviats de sites d’enfouissement sanitaire, etc. des dilutions*

— Boues d’eaux usées industrielles, municipales, domestiques, etc. 10 et 1 ml de chacune

— Sols, déchets solides et sédiments contaminés des dilutions effectuées
a partir de la suspension
dans I’eau tamponnée*

7.3.

Apres

* Des volumes supérieurs ou inférieurs pourraient étre filtrés selon la turbidité de I’échantillon analysé.
Faire le vide pour filtrer I’échantillon.

Rincer au moins deux fois la paroi intérieure de I’entonnoir avec environ 20 ml & 30 ml
d’eau tamponnée de ringage stérile (utiliser un flacon laveur). Rincer davantage s’il y a
possibilité de forte contamination.

Retirer I’entonnoir et déposer la membrane filtrante a I’aide d’une pince stérile sur une
gélose m-Endo (cf. 6.8).

NOTE - Déposer la membrane en la déroulant pour obtenir un contact étroit avec la
gélose. La présence de bulles d’air est signalée par des taches blanches.

Inscrire sur la boite de Pétri le numéro de I’échantillon et le volume filtré.
Placer les boites de Pétri en position inversée dans un incubateur a 35°C+0,5°C

pendant 24 heures + 2 heures le plus tot possible apres la filtration. L’inversion des boites
de Pétri empéche la condensation sur les membranes.

OBSERVATION DES RESULTATS

la période d’incubation, sortir et ranger les boites de Pétri par ordre de numéro

d’échantillon. L observation des membranes s’effectue le plus t6t possible apres leur sortie de
I’incubateur.

Choisir

les membranes sur lesquelles il y a entre 20 et 80 colonies typiques et au

maximum200 colonies de toutes sortes. Les caractéristiques typiques des colonies de coliformes
totaux sur gelose de type m-Endo sont :

a) aspect vert métallique sur toute la surface de la colonie;

b) aspect vert métallique au centre seulement de la colonie (auréole rouge);
c) colonie de couleur vert mat trés foncé;

d) colonie de couleur rouge brun foncé avec leger reflet vert métallique.

En cas de doute, il est nécessaire de procéder a la confirmation décrite a la section 7.4.
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Lorsque la caracterisation des colonies est problématique, identifier les membranes et les déposer
sur un papier en laine de verre pour les faire sécher. Cette pratique permet de mieux visualiser
I’aspect des colonies.

Si la lecture est difficile, effectuer les observations a I’aide d’une loupe ou d’un
stéréomicroscope.

Inscrire sur la feuille de travail le nombre de colonies typiques et atypiques correspondant au
volume d’eau filtrée et reporter le résultat par 100 ml, tel que précise a la section 8.

7.4. CONFIRMATION

La technique décrite préecédemment est une méthode de dénombrement et d’identification
présomptive des coliformes totaux. Cette désignation signifie que les bactéries isolées sont
reconnues comme la bactérie recherchée a I’aide d’une seule réaction biochimique
caractéristique. Dans certains cas, cette unique réaction peut produire des faux positifs ou des
faux négatifs qu’il faut vérifier a I’aide d’un dépistage biochimique plus complet. Cette étape de
la méthode est celle de la confirmation. La confirmation établit la validité de la différentiation
des colonies sur m-Endo par la coloration et supporte I’interprétation de cette coloration.
De plus, la confirmation sert a vérifier le respect des conditions & atteindre pour correspondre a
la définition des coliformes totaux.

Le degré de certitude avec lequel I’analyste doit préciser I’identification de la bactérie isolée
détermine I’ampleur que prendra la confirmation. Elle peut étre sommaire, indiquant
I’appartenance ou non au groupe des coliformes totaux avec I’épreuve de I’oxydase et de
I’ONPG, ou étre plus compléte avec une identification a I’espéce a I’aide de systemes
d’identification biochimique que I’on peut se procurer dans le commerce (systéme API 20E®,
systéme BBL Crystal®, systéme MicroScan®, etc.).

Par souci de commodité, d’efficacité, de rapidité et de colt, nous privilégions la méthode de
confirmation décrite ci-dessous et schématisée a la figure 1. Si la méthode est employée pour
vérifier la qualité de I’eau potable, les colonies atypiques doivent toujours étre confirmées selon
les exigences qui se trouvent dans le document DR-12-SCA-02. Dans les autres situations, afin
d’augmenter le niveau de certitude quant a I’identification des coliformes totaux présumés, la
confirmation devrait étre effectuée sur au moins 5 colonies suspectes ou selon un nombre de
colonies évalué a 10 % des colonies présentes sur la membrane filtrante.

7.4.1. Propagation des souches suspectes

Prélever une colonie bien isolée sur la gélose m-Endo et effectuer une propagation de la souche
par étalement sur gélose infusion cceur-cervelle inclinée (cf.6.9). Placer dans un incubateur a
35,0 °C £ 0,5 °C pendant 18 a 24 heures.
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7.4.2. Epreuve de la cytochrome-oxydase

A partir de la croissance présente sur la gélose de propagation, effectuer la détection de I’activité
de la cytochrome-oxydase en faisant un frottis sur une bandelette pour la détection de I’activité
cytochrome-oxydase (cf.6.5). Les coliformes totaux ne possédent pas I’enzyme appelé
cytochrome-oxydase, et produisent une réaction négative. Pour I’utilisation des bandelettes, voir
les instructions du fabricant.

7.4.3. Epreuve de ’'ONPG
L’épreuve de I’ONPG s’effectue & I’aide du réactif Colilert® (cf. 6.13).

Inoculer un tube de réactif Colilert® avec la croissance obtenue en 7.4.1 et placer le tube dans un
incubateur a 35,0 °C £ 0,5 °C pendant 24 heures + 2 heures.

Aprés ce délai, une coloration jaune indique I’hydrolyse de I’ONPG et confirme la présence de
coliformes totaux.

Un milieu incolore correspond a une réaction négative et confirme une colonie de bactéries non
coliformes. 1l est cependant possible d’effectuer I’observation des tubes aprés 4 heures
d’incubation. En cas de réaction négative, il faut poursuivre I’incubation jusqu’a 24 heures.

7.4.4. Pourcentage de confirmation

Inscrire sur la feuille de travail le nombre et le pourcentage des colonies qui, selon la
confirmation précédente, sont reconnues coliformes totaux. Etablir le pourcentage de
confirmation comme suit :

. . Nombre de colonies confirmées
% de confirmation = x 100

Nombre de colonies testées

Exemple :

Si 5 colonies sur le milieu m-Endo ont été soumises aux étapes de confirmation et si 3 de ces
colonies se sont révélées étre des coliformes totaux selon les criteres du test, le pourcentage de
confirmation est le suivant :

3
% de confirmation = c x 100 = 60 %

14 de 20 MA. 700 - Col 1.0



CALCUL ET EXPRESSION DES RESULTATS

8.1. ECHANTILLONS D’EAU POTABLE, D’EAUX DE SURFACE, D’EAUX USEES,
ETC.

De fagon générale, choisir la ou les membranes avec le nombre de colonies acceptables, de
préférence a I’intérieur des limites de quantification, et exprimer le résultat en unités formant des
colonies (UFC) par 100 ml d’échantillon selon I’équation générale suivante :

Nombre de colonies de coliformes tota
UFC/100 ml = ! ! "« 100

Volume d' échantillon analysé en ml

Dans le cas ou une confirmation est effectuée, il faut appliquer le pourcentage de confirmation
(cf. 7.4.4) au résultat précédent :

UFC/100 ml confirmées = UFC/100 ml présumées x % de confirmation

8.2. ECHANTILLONS SOLIDES (BOUES, SOLS, DECHETS, ETC.)

De facon géneérale, choisir la ou les membranes avec le nombre de colonies acceptables, de
préférence a I’intérieur des limites de quantification, et exprimer le résultat en unités formant des
colonies (UFC) par 100 g d’échantillon humide ou UFC par g d’échantillon humide, selon les
équations générales suivantes :

Nombre de colonies de coliformes tota
UFC/g ( poids humide) = i i i

Poids de I' échantillon humide en grammes

UFC/lOO g ( poids humide) = N(?mbre de/colonies de col?formes totaux < 100
Poids de I' échantillon humide en grammes

Le poids de I’échantillon analysé correspond a la relation suivante :

- la filtration de 1 ml de la dilution de 10 grammes d’échantillon dans 90 ml d’eau tampon
correspond a 0,1 g d’échantillon analysé. Les dilutions sériées effectuees par la suite
correspondent a 0,01 g, 0,001 g, 0,0001 g, etc. d’échantillon analysé.
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Dans certains contextes réglementaires ou de gestion par critére, il peut étre nécessaire
d’exprimer le résultat en fonction du poids sec de I’échantillon. Dans ces cas, le résultat se
calcule comme suit :

Résultat en UFC/g ( poids humide)
% de matieres séches

Résultat enUFC/g ( poids sec) =

Dans le cas ou une confirmation est effectuée, il faut appliquer le pourcentage de confirmation
(cf. 7.4.4) au résultat précédent :

UFC/g ( poids sec) confirmées = UFC/g ( poids sec) présumées x % de confirmation

8.3. DENOMBREMENT A L’INTERIEUR DES LIMITES DE QUANTIFICATION

Calculer le résultat en ne retenant que les membranes sur lesquelles il y a de 20 a 80 colonies.
Exemples :

1) Si des volumes filtrés de 100 ml, 50 ml, 10 ml, 1 ml et 0,1 ml d’un échantillon produisent
respectivement des dénombrements de 200, 110, 25, 4 et 1 colonies, choisir la membrane
sur laquelle il y a 25 colonies (volume de 10 ml) et calculer le résultat a I’aide de
I’équation suivante :

25

x 100 = 250 UFC/100 ml

2) Si des volumes filtrés de 10,0 ml, 1,0 ml, 0,1 ml et 0,01 ml d’un échantillon produisent
respectivement les résultats TNI, 55, 30 et 8 colonies, choisir les membranes sur
lesquelles il y a 55 et 30 colonies (1,0 ml et 0,1 ml) :

55 + 30

—————— x 100 = 7 727 UFC/100 ml
1,0+0,1

8.4. DENOMBREMENT A L’EXTERIEUR DES LIMITES DE QUANTIFICATION

8.4.1. Dénombrement lorsque le nombre de colonies isolées sur les membranes est inférieur a la
limite de quantification

Additionner toutes les colonies sur I’ensemble des membranes, tout en tenant compte des
volumes de I’échantillon ensemencés, et exprimer le résultat par 100 ml.
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Exemples :

1) Si deux volumes filtrés de 50 ml d’un échantillon produisent respectivement 5 et

3 colonies :
5+3
—>%% % 100 = 8UFC/100 ml
50 + 50
2) Si des volumes filtrés de 50 ml, 10 ml et 1 ml d’échantillon produisent respectivement
15, 4 et O colonies :
D4+ 0 100 = 31UFC/100 mi
50+10 +1

8.4.2. Dénombrement lorsque aucune colonie n’a été isolée sur les membranes correspondant a
plusieurs volumes filtrés d’un échantillon

Calculer le résultat a I’aide du volume d’échantillon filtré le plus grand.
Exemple :

Si des volumes filtrés de 10ml, 1 ml et 0,1 ml d’un échantillon produisent tous des
dénombrements de 0 colonie, calculer le nombre de colonies par 100 ml qui aurait été rapporté
s’il y avait eu 1 colonie sur la membrane du plus grand volume d’échantillon filtré :

o~ * 100 = 10UFC/100 ml

Transmettre ce résultat comme étant :

<10 UFC/100 ml

8.4.3. Dénombrement lorsque tous les résultats de plusieurs volumes filtrés d’un échantillon
sont au-dela de la limite supérieure de quantification

Calculer le résultat a I’aide de la limite de quantification et du plus petit volume d’échantillon
filtré utilisé.

Exemple :

Si des volumes de 1 ml, 0,1 ml et 0,01 ml produisent respectivement les résultats TNI, 150 et
110 colonies, ces dénombrements sont au-dela de la limite supérieure de quantification. Estimer

le résultat a I’aide de la limite de quantification (80 pour les coliformes totaux) et du plus faible
volume d’échantillon filtré (0,01 ml) :
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10.

80

——— x 100 = 800 000 UFC/100 ml
0,01

Transmettre ce résultat comme étant :

> 800 000 UFC/100 ml

CRITERES D’ACCEPTABILITE

Les blancs d’entonnoir effectués au moment de I’analyse doivent démontrer I’absence de
colonies de coliformes totaux ou de tout autre microorganisme.

La température de I’incubateur doit étre maintenue a 35 °C £ 0,5 °C pendant toute la durée de
I’incubation.

Toutes les exigences précisées dans le document DR-12-SCA-02, intitulé Lignes directrices
concernant les travaux analytiques en microbiologie, doivent étre respectees.
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Tableau 1 -  Liste des espéces bactériennes appartenant au groupe des coliformes totaux
et des coliformes thermotolérants

Genre et espéce

Coliformes totaux

Coliformes thermotolérants

Arizona sp.
Cedecea sp.

Citrobacter amalonaticus
Citrobacter diversus
Citrobacter freundii

Enterobacter aerogenes
Enterobacter agglomerans
Enterobacter cloacae
Enterobacter gergoviae
Enterobacter intermedium
Enterobacter sakasakii

Escherichia coli
Hafnia alvei

Klebsiella oxytoca
Klebsiella ozanae
Klebsiella pneumoniae

Kluyvera sp.

Serratia ficaria
Serratia fonticola
Serratia liquefaciens
Serratia marcescens
Serratia odorifera
Serratia plymuthica
Serratia rubideae
Yersinia sp.

X

X X X

x X X X X X X

X X X

X

X X X X X X X X
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Cinq colonies suspectes isolées sur gélose m-Endo
(24 heures, 35 °C)

propagation des souches sur gélose infusion cceur-cervelle

(24 heures, 35 °C)

l

épreuve de I’activité cytochrome-oxydase

I
v
() (+)

non coliformes

épreuve de I’utilisation de ’'ONPG
(4 heures, 35 °C)

I

(+) coloration jaune () incolore
coliformes totaux

incubation

(20 heures, 35 °C)
|

! !

(+) coloration jaune () incolore
coliformes totaux non coliformes

Figure 1 - Schéma du protocole de confirmation des colonies de coliformes totaux
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