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[7-' ORMULES DE MILIRUX LIQUIDES

1

Les milieux liquides, dont les formules figurent ci~apris,
ont été mis au point au laboratoire de Biologie des Sols de Hann, & 1'ex-
cepbion du premier milieu déjd déorit par 0.N. ALIEN (1) et du milieu
pour numération de la microflore amylolytigue qu
du miliew proposé par M.A. CHALVIGNAC (2).
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Ces milieux, sauf le 3&me, se prétent remarquablement bien
& la méthode d'appréciation par numération cinétique d'AUG IER-LAVERGNE (3),
On g sdopté, dans la plupart des cas, le principe dlune premisse diTution
10-", suivie de 15 dilutions de raison 4, l'ensemensement se faisant sur
12 bubes par dilution avec 1 ml. de supension par tube. On procéde aux
.leotures les quatridme, cinquidna, oixiéme, septidme, huitidme, dixidme,

douzidne, seizidme, vingt et unidme et trente cinquidme jours.

SRS Pour la numération de la microflore sulfoxydante (3%me mi~-
lisu), on effectue 6 dilutions de raison 10, Pour chague dilution, on en~
solonoo 5 tubes aveoc 1 nl. par tube. Ltinterprétation des résultats est

£aito suivant 1la néthodo de MAC_CHADY (4).

i Dans tous les cas, les deux ou $rois premidres- dilutions

- sont faites aveoc une solution de pyrophosphate de sodium & 1 p, mille et
. les suivantes & l'eau distillée. La température d'incubation est toujours
de 30° C. '
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(l) Q:Eauééégﬁ (1953) ,- Experiments in soil bacteriology. Burgess publis
’ hing €°, Minnoapolis, Minnesotsa.

(2) M.A, CHALVIGNAC (1953).- Annales de 1!TInstitub Pasteur, 84, p. 816,
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_LAVERGNE (1958).~ Annales de 1'Institut Pasteur. 95,
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Ps 343-353 et p. 104-614.

pe ey

(3) J: AUGIZR et D

(4) Jo POCHON (1954).~ Manuel technique d’analyse microbiologique du sol,
, Masson, PARIS.
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I « MILIEU POUR LA NUMERATION DE LA MICROFLORE MINERALISANT
ET PRECIPITANT LE FER ORGANIQUE

Compositions

Sulfate A'ammonium seeeeseseecesosocaresssnncranas 0,5 g
Nitrate de SOAilM seeiesueraonrononnsaseseeansanns 0,5 g
‘Phosphate bipotassiqle +seevesessesssesscccsoncanns 0,5 g
Sulfate de MagNéSiUN weeveseerncorovoconnonsesnsan 0,5 g
Chlorure e CAlCIUM +eeeecesrenosonsesonnossacssses 0,2 g
Citrate ferrique ammoniacal .scieesevesesonscancns 10 g

Ea‘u distillée Iq.s.p. S 0 8 8 8 02 005 00 08500080800 0eBe b 1.ooom1

Répartition:
En tubes de 12 x 120, & raison de 3 ml par tube.

Stérilisation:
Deux fois 1/2 heure & 120° & 24 h d'intervalle,

Numération cinétigue: .
Ce milieu permet de dénombrer, & la fois, les germes minéralisant

le fer sans le précipiter et les germes minéralisant et précipitant le fe;.
8) - Wicroflore minéralisant le for sans le précipiter -
Sont positifs, les tubes présentant, en surface, une pellicule
d'oxyde de fer brillante, couleur rouille caractéristique.

b) - Microflore minéralisant et précipitant le fer -
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Sont positifs, les tubes ol 1l'on observe une précipitation nette
du for, quo lo préoipité soit eéncore brun ou qu'il ait déja pris une

teinte bleu-verditre.
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: 2 « MILIEU POUR LA NUMERATION DE LA MICROFLORE REDUISANT

LES SULFATES A L!ETAT DE SULFURES (S.R.C.)

Compositions
ST Gélatine on POUATO sesveeseseonsossasosaosrsoscssnne 35 &
U;& ‘ Albumine dloeuf en pPoudYe tesvsseesesassscconcnae 2 g
L L= Cysbine seseesurireneeeraitiinieneccnsennsnns | 0,5 g
NN Citrate de fer ammoniacal ..oveseessncssececccnns 0,5 g
Solution 8aline A seveevesocssssnscasacssosccsnce 60 ml

E&u distillée qOSQPO B ® 00 0 000848008050 0slOEns el looooml

‘ fBépartition= .
En tubes de 12 x 120, & raison de 3 ml par tube

les tubes présentant une couleur noire trés nette




3 = MILIEU POUR NUMERATION DE LA MICROFLORE RESPONSABLE

DE_L'OXYDATION DU SOUFRE EN SULFATE (0S2)

Compogition du milieu:

Nitrate G'aUMOMIUM +uesesnsesessssesersencocsonas 2 g
Carbonato de CAlCiUM vyeeseessssosserssnoennsenss ° 5 g
SoULTE FlOUT vustvieveanoccssonoonccvscsonnnsonse . 208
Solution Winogradsky Dl R R 30 ml
Eau distillée QeSeDPe soeevocesscnssosesssonnenans 1,000 ml

.

Composition de la Solution Winogradsky D, (sans Soufre):

Phosphate monopatassique seeeesecvscsercnosesenas 10,000 g
Phosphate disodiqUe eevesscenssacescescrsncosoenss 3,000 g
Chlorure de magnésilll teeeseeeverecnsscscsscencas 1,000 g
Chlorure £erriqUe seeececiverossscsorascsssaroonsse 0y4 ml

Chlorure de mMangan®Se cesseecesssessscassacecnsss 0,020 g
Molybdate de SOdiUM wveeeereeesnesscvsanssasanaas 0,001 g

Eau diStillée q.s.p. ..f".l..."..I‘I...."'.l.' l'oooml

| Répartition:
: In tubes de 18 x 180 & raison de 4 ml par tube, en prenant soin

dtagiter le milieu avant de le répartir pour avoir une quantité suffisante

de soufre dans chague tube,

Stérilisation:

Deux fois & 110° & 24 heures d'intervalle.

otures
Lg caractérisation des sulfates se fait au bout de 4 semalnes en

versant dans chaque tube 7 gouttes d'acide chlorhydrique pur, puis en fil-
trant, si nécessaire, et en ajoutant 4 gouttes de chlorure de baryun A 20%.
lors de la lecture effectuée un quart d'heure aprés llapport du chlorure.de
“baryum, on ne considére comme positifs que les tubes ol le brécipité de
.s8ulfate de Baryum est net.




4 - MILIEU PQUR NUMERATION DE LA MICROFLORE CMC IYTIQUE (C.M.C.)

| Compositigh:
Bla’nose R 190 LI B B B B B K BN B R NN B B BN B RN BB I B I B BN BN N B N B NN N W ) 15 g
Ea‘u distillée a® A s b 29 e ... ® 6 ® 0 9 @ 8 6% 8 8P 8 s s o e s s an 1'000 ml

A

Faire fondre, dans un grand ballon, en agitant constamment; lors=-
- que la CHC est totalement fomdue , ajouter:

NOBNH4..................‘.................a...... lg
Solution Winogradsky B ceeeecessoorscoroceasaasoneas 20 ml
Extrait de terre coveveciciiincescsicncnosnsannnes 30 nl
CO3Ca Précipité Merk seeuceeceasessssscsseceasnas 3 g

Répartition:
En tubes de 12 x 120, & la dose de
transfusion de 100 ml.

2 nl, avec une seringue &

Stérilisations

Deux fois & 120°C & 24 heures dtintervalle,

Numération cindtiques

1

Sont ﬁositifs les tubes ol le carbonate de calcium, qui était
naintenu en suspension dans le 1/3% inférieur du tube, s'est entidrement

‘rassenblé au fond,., Dans ces tubes, ol il y a eu CMClyse, le milieun qui

étalt laiteux & la base devient parfaitement transparent.




5 - MILIEU POUR NUMBRATION DE LA MICROFLORS AMYLGLY I3UE.

N

.

Composition @

Amidon Eoluble 88 0 2 0 2 PP PP OP PP INIY S P AV O EE NSO zg
Witrate d'ammonivl seeveusescsecorcocscacncnossnses 0,120 ¢
Bolution 8aline A siivevererrvonrsreosseccrnnannnasn 30 ml

Solution de rouge de phénol & 0,02 % dans 1'eat ... i5 ml
SOude l’lormale L 2L N AE A B K BN AX B BN 2K B BEIY B BN 2F 3 2N U B BN RN B BF Y NN B R SN BN R BN B B W 20ml

E&uq_uS-p. ® 9 ¢ 5 68 0 69 000 E R B CEA L OY ST AP PSP IBENSOGE DN Iooooml

Bépartition :
Tubes 12 x 120, & raison de 3 ml par tube.,

"Stérilisation @

Deux fois & minutes & II0°C, & 24 heures d'intervalle.

.

Ensemencenent @ E

Pour 1la plupart des sole les deux premiéres dilutiona seront de rai~
gon IO et seromt suivies de I4 dilutions de raison 4.

Nustération cinéticque :

Sont positifs les tubes ol il y a apparition d'un voile, dfun itrou-
ble ou de colonies de bactéries ou de champignons,

Le critére basé sur le virage de 1'indicateur colord ne doit &ire
utilisé qu'avec prudence ¢ Ce virage correspond incontegtablement & u:ze
attaque de 1'anidon; nmais l'expérlence a prouvé @

1) que 1'amylolyse n'entrainalt pas toujours une acidification du miliou,

2) que cette acidificabion, lersgu'elle aveit liew, pouvait 8tre trés fugece..

Afin de faciliter les lectures succe331ves il est recommandé de mar-
gquer au crayon & verre les tubes positi’s,




