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Infroduction

» | o multiplication des micro-organismes
= dans les produits peut

» Altérer I'aspect, I'odeur, le goUt du produit,
‘= Produire une corrosion bactérienne

» Engendrer un risque pour la santé

» Atténuer la durée de vie d'un produit, sa stabilité

» |mpacter sur le maintien de la stérilité d'un produit

Introduction

= Confréles qualitatifs de la présence de micro-
organismes

= Contréles quantitatifs de la présence de micro-
organismes

» Contréle indirect de la présence de micro-
organismes
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1. Contrdle qualitatif
Intérét :

Identifier

I"origine d'une contamination,
I'origine d'une pathologie ....

30/09/2016

1. Contrdle qualitatif

1.1 Examen macroscopique
» Moisissures

» Aspect du thalle : couleur, aspect

1. Contréle qualitatif
1.1 Examen macroscopique

» Bactéries / levures
» Aspect des colonies
» Similaire & des colonies bactériennes
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-
o
e
L ]

microbiologie

1. Contréle qualitatif

1.1 Examen macroscopique
= Bactéries / levures
» Aspect des colonies

PLAN
CRCULAIRE IRREGULIERE FILAMENTEUSE RHEZOIDE

ELEVATION

CONVEXE BOMBEE  PLATE BOSSUE  EN FORME
BORD

POV =W

\TERE
REGULIER ONDULE FILAMENTEUX BOUCLE LoBe
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1. Contrdle qualitatif
1.2 Examen microscopique

» Moisissures == ¢
= Coloration au bleu coton lactique

Technique du drapeau

cellophane
larpelle
colorant

A cellophane

culture colorant
lame

‘Un morceau de cellophane adhésive collé 3 une de ses exwrémités sur une dse, ou baguette de
verte... est appliqué sur la surface de la culture & étudiers il est ensuite examiné entre lame et la-
melle, en sandwich entre 2 gouttes de colorants.

1. Contréle qualitatif
1.2 Examen microscopique
» | evures

= Etat frais

© Georges Dolisi Membrane

Noyau

Fort grossissement

Ll

Levure + eau 1 goutte entre lame et lamelle

Cytoplasme

Observation sans coloration

microbiologie
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1. Contrdle qualitatif

1.2 Examen microscopique

» Moisissures

= Coloration au bleu coton lactique

1. Contréle qualitatif
1.2 Examen microscopique

» pbactéries
» Coloration de Gram - différentielle

LEGENDE
M violet de cristal [ Alscol
W 1oce M safranine

/ / / /¥ f“?

\‘ \ = - '\

K s
o
Gram positif 5um
b) Micrographie de bactéres ayant
‘Graim négasit subl une coloration de Gram.

Les bétonnets et es oocci colorés

© Application duviolet € Traltement © Lavage i lisopropanol @ Application de envilet sont des bacéres 3 Gram

de cristal (colorant). al'iode (mordant) ét 6 i s en rose,
de forme ncurvée, sont ces

bactérles 3 Gram négati.

[ Batonnel
’\ (Gram pwm)
Coceus

a) Erapes du procéds de caloration

Coloration de Gram.
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1. Conftréle qualitatif

1.3 Procédure sérologique
Test d'agglutination sur lame
Ag particulaire

Ac pentamérique ou dimérique  wmrosmeres

1. Contréle qualitatif

1.4 Procédure microbiologique

= Présomption d'un germe pathogene
= culture sur des milieux sélectifs

= Milieux qui

microbiologie
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1. Contrdle qualitatif
1.4 Procédure microbiologique
» Présomption d'un germe pathogéne

» culture sur des milieux différentiels
= = milieux qui

1. Contréle qualitatif

1.4 Procédure microbiologique
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1. Contréle qualitatif

1.4 Procédure microbiologique
®» Repose sur des

» Tests biochimiques

/@cr?&)w HaOH
“02 gx_c;umcrosugse @
ONPG ONP Gdlactose
(rax 420 Ny
~ ] L]
cupule ——
'UbUle ' l l
milieu -
déshydraté PG ADH LDC_ODC |CIT] [H2S] URE TDA IND [VP| |GEL] GLUMAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA

ALY

*  Rincer les membranes.

1. Contréle qualitatif

*  Réitérer I'opération sur une nouvelle membrane

1.5 Test de stérilité

*  Transférer la quantité adéquate du produit A tester.
« Filtrer rapidement le liquide 3 travers la membrane puis laver la membrane.

membranes.

seconde membrane.

*  Filtrer le bouillon de culture sur I'une des

+  Faire de méme avec le second milieu sur la

SO

+  Milieu thioglycolate avec
résazurine pour la détection
des bactéries anaérobies.

*  Incuber le milieu & 3035°C
pendant 14 jours

«  Milieu trypticase soja pour la

+  Incuber le milieu a 20-25°C

détection des  bactéries
aérophiles.

pendant 14 jours

*  Observer les colonies
* Interpréterles résultats

microbiologie
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1. Contréle qualitatif

1.5 Test de stérilité
» pour détecter
® des bactéries
= ou champignons étrangers

® ou autres micro-organismes

»/dans les matieres premiéres brutes, les lots de semence
ou le produit fini

» fest de filfration sur membrane
» ou test par inoculation directe.

1. Contréle qualitatif

1.5 Test de stérilité

» 14 jours d'incubation

®» Si qucune croissance microbienne décelée
= produit conforme.

= Sj croissance microbienne,

Deuxieéme controle sur plus de lots

® 5| qUCUNE croissance au 14éme jour

= produit conforme.

®» Si une croissance

» on ré-effectue un controle
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1. Contréle qualitatif
1.5 Test de stérilité
®» Absence de culture

®» signifie seulement qu’aucun micro-organisme
contaminant n'a pu étre décelé dans
I'’échantillon examiné dans les conditions de

; -

essai.

» | e test n'est pas exigé

®» Si le fabricant a des assurances suffisantes du
bon fonctionnement de la stérilisation:

Preuves physiques >>> essai de stérilité

2. Contréle quantitatif
2.1 semi-quantitatif
= | ames gélosées, boites contact

» Contréle des surfaces, hygiene (personnels,
matériels).

microbiologie
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Formes pharmaceutiques liquides solides (ovules,
sachets) ou reconstituées

] PRODUITS QUI DOIVENT ETRE STERILES:
ESSAI DE STERILITE:

* Recherche de microorganismes

* Recherche d'endotoxines

] PRODUITS NON STERILES:

* Dénombrement des germes aérobies viables totaux
+ Denombrement des Levures et moisissures

* Recherche de microorganismes spécifiés:

E. coli, Salmonelia , Pseudomonas aeruginosa et
Staphylococcus aureus

2. Contréle quantitatif

2.1 semi-quantitatif

» | ames gélosées, boites contact
= Comparaison a des abaques

Exemple d’interprétation des résultats aprés désinfection des surfaces de travail pour la Flore Totale.

285 | 5815 |——] 15245 |— >45

{

{ I
- ‘
|

Trés bon H Bon HSaﬁsﬁa\samH Douteux H Mauvais [*
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2. Contréle quantitatif

2.1 semi-quantitatif

= | ames gélosées, boites contact
=» Comparaison a des abaques
"9 i fats apri

NOMBRE DE COLONIES
02 389 10429 20480
Trbs bon Bon Sallesant Oouteux

Atelier de Création Graphiaus - 44170 JANS (France) O 02 40 51 48 T4 - www Kiefize-proto.com

201002

2. Contréle quantitatif
2.2 dénombrement direct

» Cellules de comptage

Grille formée de 25 grands carrés

Lamelle
couvre-objet

Lame ’7 > Dénombrement direct de cellules
Bogeotley E 71 icrobiennes & aide de la chambre de
i SEX comptage de Petroff-Hausser. Le prodt du nombre
N L7 PELY ‘moyen de bactéries dans un grand carré et d'un facteur
A\ = Pk | de 1250 000 est égal au nombre de bactéries par millire.
REFPNAU
© On place & cet endroit une suspension bactérenne, NMONMOME)
qui remplit par capillarité la chambre peu profonde N 2
située entre a lamelle et la lame. 4
Lamelle © ¢ des bactéries directement
bjet bactérienne ‘au microscope: on compte toutes les.
[ bactéries dans plusieurs grands carrés
Lame ey (lignes en tracé gras), puis on calcule la
porte i ——— | moyenne par grand care. Dans le grand
objet Position des carrés caré illustré, il y a 14 cellules bactériennes.

@ Section transversale de la chambre de comptage.
On connait fa hauteur de la chambre située entre
Ia lamelle et [a lame, de méme que I'are des
cartés, de sorte qu'on peut calculer le volume
occupé par la suspension bactérienne recowvrant
les carrés (volume = hauteur X aire).

© Le volume connu du liquide recouvrant
le grand carré est de 1/1 250 000 L.
Comme il y a 14 bactéries dans le carré
ilustré, il y a 14 fois 1 250 000 (soit
17500 000) bactéries par millitre.

microbiologie
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2. Contréle quantitatif
2.2 dénombrement direct
» Cellules de comptage

Lame épaisse

Rigoles
Plate-forme centrale

‘ -
LI ALY

wilasi e m
LT
ARAGE T RInA

r’:::’nu TEw CRTTA L SE U N

T
——

“ Lamelle

Plateaux surélevés

2. Contréle quantitatif
2.2 dénombrement direct

» Turbidimétrie

Source de lumiére

‘Spectrophotomtre

. [P Estimation dunombre
de bactéries par turbidimétrie.
Dans des conditions normales, ka quantié de
miére qui rapoe e odecewr photoserstie:
du spectrophotométre est inversement
proportionnle au rome e beclries
s cuanl de Lmigre rangmise est
faible, plus il y a de bactéries dans
I'échantillon,

4 Détecteur

Essal & blanc photosensible

Partie de la lumibre diffusée
Qui 'alteint pas le détecteur
~,  Photosensible

s el
Luigre tansmiss (6)

Suspension bactérienne
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2. Contréle quantitatif
2.3 dénombrement indirect

2. Contréle quantitatif
2.3 dénombrement indirect

» Nécessité d’'une mise en culture

- /ML_\/EL_\/‘_ML_\/EL_\A

= Echantillon trés concentrés en micro-organismes o hokee ‘ ‘
. . s . €prouvette
= Dilution en série/en cascade . .
Dilutions 1/10 1/100 1/1 000 1/10 000 1/100 000

it /,ml-\‘ /,J_m!-‘\ /Jﬁ\ /JLL\‘

Bocike ER l| mL 11 mL l| mL lw mL l| mlL
initial Bl do
bouillon » _ 3 e PR AS =
dans chaque p \ 4 S = \ e
éprouvette Mise en culture i “\ Lue
sur boite de Petri| f - )
R SR
Dilutions 1/10 1/100 1/1 000 1/10 000 1/100 000 = — \_ l k. -. S
110 1100 111 0on lmu 000 1/100 000

Equation: nombré de colonies sur la boite % inverse de la concentration de 'échantillon = nombre de bactéries par milliitre,
(Par exemple, s'il y a 32 colonies sur la surftace d'une boite inogulée avec une solution diluée & 1/10 000,
le nombre de bactéries est de 32 x 10 000 = 320 000 bactéries par milllitre de suspension))

L TICER[] Denombrement de colonies aprés culture et dilution en série. La diluion en série consiste 2 diluer
successivement |'inoculum initial dans plusieurs éprouvettes. Dans |'exemple iflustré, chaque éprouvette contient sevlement un dixiéme du

2. Controle quantitatif

01mL

2. Contréle quantitatif

IS
1.0mL
© Wettra linoculum

2.3 dénombrement indirect

2.3 dénombrement indirect S { \
= Dénombrement dans la masse  *** @

. 1 - placég dans.
®» Dénombrement en surface [\ 4

‘Suspension /[
érienne {
diluge — —~
© Esaler unitormément
Vinaculum sur
Ia surface.
v — © Aputer a gélose / CAE )
en phase liuide.

e )

© Agter la bolte
‘pour méanger
e conten
% © Des colonies
se développent
. unlguement 2 la © Des colonies
surtace du ey, se développent
7 dans ot sur

microbiologie 8
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2. Contréle quantitatif
2.3 dénombrement indirect
= Milieux liquides

= Nombre caractéristique
» > table de Mac Grady

2. Contréle quantitatif

2.3 dénombrement indirect

= Echantillon faiblement concentré
» Filtration de volumes + grands

i 4 -
! r Echantilon— .-

| ! !/G:uvemk

) ld itre

\
N
)
£ b
:iL Membrane fiftrante

L Tampon de soton
(o ) inséré dans la concits

% F:\ d'aspiration pour assurer

j ‘\ la stérilite

i ~ | - Gonduite
Filtrat ——E— Y u
stérle S W\ aspiration

Stérilisation par filtration: appareil filtrant préalablement]
stérilisé et Jetable. On verse I'échantilon dans le réciplent 6y haut, et e iquide est
aspiré s0uS vide 3 travers Ia membrane fittrante dans le récipient du bas. Leur taille étant
trop grande, les bactdries ne passent pas par les pores du filtre, si bien que le filtrat
chieny st st

microbiologie
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2. Contréle quantitatif _ i
Dm“mh&ﬁ Index _—

2.3 dénombrement indirect ™ HERRO L i o

420 22 6.8 50
.. . . 4-2-1 26 98 70
= Milieux liquides 50 27 a9 7o
4-3-1 33 10 70
volums de 4-4-0 34 14 100
P'inoculum ) = (e 70
gépcséh 5-0-1 31 10 70
ans chaque = . e 502 43 14 100
ensemble de Illllm.l nmlﬂguﬂe e 51-0 2 it Y
5 éprouvettes | (Ensembies de 5 éprouvett ol - L Ik
10 mL 5-2-0 49 15 150
5-2-1 70 22 170
522 94 34 230
5-3-0 79 22 220
1 5-3-1 110 34 250
1mL ' l ‘ 532 140 s 400

. -

b) Al'aide de Ia table de détermination du NP, on peut calculer, pour
un échantillon donng, le nombre de microbes pour lequel on devrait
I statistiquement obtenir de tels résultats. On cherche dans la premiere
' | l colonne la aUX résultats. positifs
- - - obtenus pour les trois ensembles: 5, 3, 1. Dans ce cas, la valeur de
I'indice NPP pour 100 mL est de 110, ce qui signifie statistiquement
que 95 % des échantillons d'eau pour lesquels les résultats sont 5-3-1
contiennent de 34 & 250 bactéries (dans 100 ML, le nombre le plus
probable étant 110.

0,1 mL

2. Contréle quantitatif
2.3 dénombrement indirect

Echantibion 4'H,0 AN

filtré au travers
de la membrane
(0. 45um)
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2. Contréle quantitatif
2.3 dénombrement indirect
» Applications possibles

» Controle de la contamination microbienne
» Contréle de I'état d’hygiéne du produit

2. Contréle quantitatif
2.3 dénombrement indirect

» Applications possibles : Test de croissance

» Un test d'épreuve microbiologique

®» (ou challenge test)

» consiste

a infroduire des bactéries pathogenes

= dans un produit

= et 4 observer leur croissance,

= [eur stabilisation

® ou leur décroissance au sein de ce produit.

microbiologie
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2. Contréle quantitatif
2.3 dénombrement indirect
» Applications possibles

» Challenge test : contréle de la croissance d'une
population microbienne

» = test de croissance

Challenge test

FV?J(1’)MO nas

02mLdeN
coc No =N/100
i E i ﬂ D | =, To 20 g de produt
!
Aspergilus brasiiensis ! |10 ore/m. J 7ious 225 °C £ 25°C
b 1 ml en masse

107 & 108
bccrenes/mL
1084107

myceétes/mL
Validation du
neutralisant

f\f\f\

@>

Calculde N L
I mL

v w bV epmess

Gélose TSA ou

SDA =  48a72Ha325

°C*25°C
10ml de dilt r\ mnmn
ligds i Témoin  Témoin inoculum ﬂ F | L
produit  Essai mi
T oD v U ¥V enmasse
48a72Ha
325°C*25°C
ﬂf\ nnmn
1 o W ﬂ F E
48a72Ha325°C+25C 1 mL
N, N, N, " VU vV enmasse
S X =) 48472Ha
Validation siN, =100 , N,, proche de N, et N,;=0,5 N, ‘ 32,5°C +2,5°C
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2. Contréle quantitatif
2.3 dénombrement indirect
» Applications possibles : Test de croissance

Growth of Listeria menocytogenes in "Paté d'Ardenne” Growth of Listeria monocytogenes in "Paté créme”

1,08408 108408

1,08+07 // 10607

1,06+06 / 106406

106405 / / 1,08:05

Tk [—e—deep chil storage i | [Fe—deep cnl storage

|—=—normal storage / = normal storage

1,06+03 kd.\u 1,06:03

1,06+02 108+02 ‘—-‘\’4/\'/:;*)

108401 106401 A

1,08:00 1,08:00

&S SS S
& P oﬁ & & o"‘h & &

2. Contréle quantitatif
.3 dénombrement indirect

= Applications possibles : Test de vieillissement

» |ntérét :

= Ftablissement d'une DLC théorique
Sélection des flores & rechercher et & dénombrer
»Consignes de T° de conservation (T ou 2 >t1)

m» \érification de la DLC provisoire sur échantillons issu d’un
lot de la production

microbiologie
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2. Contréle quantitatif

2.3 dénombrement indirect
= Applications possibles

» Test de vieillissement

» ( Etude de I'évolution dans un aliment
» de populations de microorganismes
qui y sont habituellement présents,

» de facon détectable ou non,

» dans les conditions préconisées de conservation de
cet aliment »

= (NF-V-01-002)

2. Contréle quantitatif
2.3 dénombrement indirect

» Applications possibles : Test de vieillissement
PRODUIT CUIT J0 J7 )14 J21

4°C 8°C

dénombrements
germes totaux aérobies
germes totaux anaérobies
entérobactéries
Escherichia coli
staphylocoques

> > > > >

(Germes aérabies totaux
Germes anaérobies totaux

7,30E+02 8,00E+02 1,10E+07 4,50E+07
1,00E+01 8,00E+01 1,60E+06 1,10E+06

Enterobacteriaceae 1,00E+01 1,00E+01 1,50E+06 3,40E+06
Escherichia coli ‘ <10 <10
Staphvlococcus aureus <10 <10

11
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2. Contréle quantitatif
2.3 dénombrement indirect

» Applications possibles : Test de vieillissement

1,E+10

1,E+09
1,6+08
Lol
N 1E07
-
2
3
2 106 el
£ -geC
2
_ —+12°C
Sesac/8C
1408 “#=4°C/4h20°C/8°C
~#-8°C/4h20°C/8°C2
1,E+03

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Jours de conservation

30/09/2016

2. Contréle quantitatif
2.4 Techniques immunologiques

»E[ISA @ x5, PASTEU

TITUTE

ELISalmonella E

2. Contréle quantitatif
2.4 Techniques immunologiques

= ELSA Shhdieh-ELISA

@ E.coli Salmonelia

L]

’0

o

D

Antibod\;-conjugcte

Colorless Subskrate
Color y. '
HOME™Se 15 £00)D MICROBES

enzyme

microbiologie

2. Contréle quantitatif
2.4 Techniques immunologiques

Particidle fluoresceite

Anticorps

L. monocymgene& %

Y4

Anticorps
Particule métallique

12
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2. Contréle quantitatif
2.4 Techniques immunologiques
»E|FA

VIDAS® Campylobacter

Systéme de détection automatisée des
pathogénes alimentaires

o Méthode standardisée et automatisée pour
Campylobacter

o Détection rapide

® Technologie éprouvée

2. Contréle quantitatif -
2.4 Techniques
immunologiques

» Couplage ELISA avec un

Chauffage 95-100°C / 15 + 1 min

compose P B o
phosphorescent bleu
e —

a”
= .
/’:.
VIDAS CAM
Résultats 70 min

——— —~——

Tt (D<o Test () = 01
Absence
de Campylobacter

- g ~
CONFIRMATION

microbiologie
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2. Contréle quantitatif
2.4 Techniques immunologiques

®FLFA 1 détection avec VIDAS CAM

Produits camnés ou

0 0l Echantillons d'environnement
produits a base de viande de production

¥
&

Combibag
e et GENbox microaer
a8+ah/415+1°C
=25gouzsml Dilution 1:10

DETECTION

2. Contréle quantitatif
2.4 Techniques immunologiques ..

CAPTURE OF ANTIGENS

SANDWICH TEST
SPR*
SN nm 450 nm
The intensity of

’1 - [ 5 e the reaction is
i : ” = interpreted by the
| ' : system

SUBSTRATE

et

P

# A second antibody
conjugated with an

The antibody captures enzyme binds to D
| thetarget pathogens - specific antigens Iy ENT
e =
Sah Ollugyyy

HE%ENTSTHP

13
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3. Contrdle indirect
3.1 détection par PCR
= Polymerase chain reaction

Region of < %
imcrm< 3
( v l 98°C

l 4810 72°C

Tsteyde —> 2ndeyde —> 3rdcycle —> dtheyce - > 30th cycle

OO OO OO
priviiiiimio @ e i i

2 g
2=4coples IMTIITIT IMENIIN I

2=8copies MM TG

2*=16 copies  TrmIIIIT

25 = 32 copies

Denaturation
‘Temperature s increased
ta separate DNA strands

\

5 TITTTYTTITTIATYONTTT &
Template . Primer . ¥ Primer 2
DNA strands s 3

3 s

l 6810 72°C

dys & 3
Nas(cnl< 3‘4']'-"4"‘%& W, 8
@

DNA strands =

TRTTTT®
; IR s,

‘Temperature is decreased
to allow primers to base
pair to complementary
DNA template

Extension
Polymerase extends
primer to form nascent
DNA strand

2%1 =2 billion copies

Exponential
Amplification
Process is repeated, and
the region of interest is
amplified exponentially

3. Controle indirect
3.1 détection par PCR

» obtention d'un signal fluorescent

® g partir d'une sonde bi-marquée

= qugmentation de fluorescence (de la sonde)
est proportionnelle au produit de PCR.

a sonde = « sonde Tagman ».

30/09/2016

. Conftrdle indirect

3.1 détection par PCR

= PCR-TagMan :

= Vocabulaire qui dérive de

® Tag polymérase et de PacMan

technique de PCR quantitative
® par détection en temps réel de la fluorescence

3. Controle indirect
3.1 détection par PCR

guenchin sonde TagMan

@ molécule fluo. Reporter
~ excitation 488

microbiologie

5 S 5
P22

Etape de polymérisation

LR

g o

ey

3
5

émission 520 nm
molécule fluo. Quencher
excitation 510-
émission 560-

Activité 5-3’ exonucléase
de la Taq Polymérase

désintégration de la sonde Tagma
-> augmentation de la fluo. du
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3. Contrdle indirect
3.1 détection par PCR

» spectre d'émission de reporter chevauche le
spectre d’'excitation de quencher.

= | 'émission du reporter est atténué par la
proximité du quencher.

Si sonde dégradée

= via exonucléase (Taqg)

= fluorophores ne sont plus reliés entre eux
® &mission du reporter augmentée.

3. Conftrdle indirect
3.2 Mesure ATP-métrique

» quantifiée par une réaction de
bioluminescence.

» | 'enzyme luciférase
= réaction entre la luciférine (substrat), I'ATP
/Lcofoc‘reur) et I'oxygene,

Mg
ATP + luciférine + 0, ——————>AMP + PPi + oxyluciférine +
Luciférase

® ce qui entraine une émission de lumiere.

microbiologie
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3. Contréle indirect

3.2 Mesure ATP-métrique

» permet une mesure rapide

» concentration de la biomasse active

» phasée sur
I'assimilation de I'Adénosine Triphosphate
®» molécule essentielle d la vie

3. Contréle indirect

3.2 Mesure ATP-métrique

®» ytilise un luminometre

» quantité de lumiére produite

= proportionnelle a la quantité d'énergie
biologique présente dans I'échantillon.

linéaire sur une grande échelle
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3. Contréle indirect
3.2 Mesure ATP-métrique

= concentration de la biomasse vivante
» ATP intra-cellulaire (CATP)
®» ATP contenu dans les cellules vivantes.

3. Contréle indirect

3.2 Mesure ATP-métrique

= |'échantillon

= soumis d une lyse bactérienne,

» permet de détruire les membranes cellulaires

» ct de libérerle cATP

»Sa surveillance permet

® quantifier en temps réel la biomasse active vivante

® de suivre sa croissance sous des conditions
optimales

» détecter en amont les dérives microbiologiques
responsables de colmatages ou de corrosion des
installations

microbiologie

30/09/2016

3. Contréle indirect
3.2 Mesure ATP-métrique

Non-Biological Healthy Unhealthy
Solids Biomass Biomass

The micrabial
contents of a typical
water sample

L Extra-Cellular ATP

= Intra-Cellular ATP

3. Conftrole indirect

3.3 Recherche d'autres métabolites
» Nécessité de frouver des
» métabolites spécifiques

INDESIRABLES Les quatre principales molécules incriminées dans les mauvais goQts

lors de vendanges altérées

Benzaldéhydes

Botrytis 0 Penicillium CH3 i
cinerea : K| I

Penicillium
+ Botrytis Acétobacter

r Amande amére I Betterave rouge Acide g.;éﬂqne

I' Odeur caractéristigue

I Champignon frais
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3. Controle indirect

3.3 Recherche d'autres métabolites

» Exemple : géosmine
»indicateurs de la présence active de moisissures
® |ien avec la biomasse

Conclusion

Nécessité de standardiser les techniques

» Contréle des conditions d'inoculation, de
conditionnement et de conservation

» Nécessité de méthodes d'analyse, si possible,
uantitatives les plus sensibles

Nombre de répétitions et de lots & tester

= Expertise pour I'établissement du protocole et pour
I'interprétation des résultats

microbiologie

30/09/2016

Conclusion
Nécessité de standardiser les techniques
® Biosécurité

= Manipulation et inoculation de cultures de germes
pathogenes

ermet les comparaisons

(avec des références, entre labo ...)
» Standardisation du protocole

®» Choix des souches

» Préparation de I'inoculum (concentration, état
physiologique)
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