
Référence : DSHB3124 Fiche technique
Produit :  
Milieu Fluide Nitrates Mannitol Motilité

Principe
Milieu de culture semi-solide pour la différenciation des bactéries en fonction de leur mobilité et de leur capacité à
fermenter le mannitol et  à  réduire les nitrates.

Peptone.................................................... 20.00
Potassium nitrate....................................... 1.00
D-Mannitol.................................................. 2.00
Rouge phénol............................................. 0.04
Agar............................................................4.00

pH final 7.4 ±0.2 à 25 ºC

Formule * en g/L

*Ajuster et/ou compléter au besoin pour répondre aux critères de performance
Préparation
Suspendre 27,04 g de poudre dans 1 L d'eau distillée et porter à ébullition jusqu'à dissolution complète. Répartir dans
des récipients (tubes) appropriés et stériliser à l'autoclave pendant 15 minutes à 121 ºC.

Description
L'utilisation de milieux semi-solides pour vérifier la motilité des bactéries a été proposée et démontrée par Tittsler et
Sandholzer en 1936 et en 1949 Roland et Bourbon ont suggéré l'ajout de mannitol à un milieu semi-solide pour
l'identification des Enterobacteriaceae mais des bulles de gaz de fermentation du mannitol entravaient la motilité. Ce
problème a été résolu par Le Minor en 1967 avec l'ajout d'une petite quantité de nitrate de potassium dans le milieu, ce
qui inhibe la production du gaz de fermentation tout en permettant de vérifier la réduction des nitrates.
Ce milieu de mobilité des fluides, de mannitol et de nitrates, lorsqu'il est utilisé avec la gélose Fer Trois Sucres, permet
une différenciation rapide entre les entérobactéries lactose-négatives et les bacilles gram-négatifs non fermentants à
partir d'échantillons cliniques.

Utilisation
Le milieu est ensemencé en enfonçant l'aiguille d'ensemencement au fond du tube et incubé à 36 ± 1 ° C pendant 20 à
24 heures.
Après incubation, le test de nitrate est réalisé en déposant 4 à 6 gouttes d'acide sulfanilique à la surface du milieu de
culture, suivi d'une quantité égale d'α-naphtylamine. L'apparition d'un anneau rouge vif indique un test positif de
réduction du nitrate en nitrite. Si la couleur n'apparaît pas, un peu de poudre de zinc doit être ajoutée. Si la couleur rouge
apparaît alors, cela indique qu'il y a des nitrates sans réduction et, au contraire, si la couleur rouge continue sans
apparaître, il y a réduction totale du nitrate en azote.
Le changement de couleur du milieu du rouge au jaune indique la fermentation du mannitol.

Interprétation des changements après incubation du milieu:
• La motilité est observée par la nébulosité du milieu de la ligne d'inoculums.
• Clair, transparent et rouge: milieu non ensemencé.
• Turbidité limitée à la ligne de piqûre: micro-organisme immobile.
• Turbidité limitée à la couche superficielle: micro-organisme immobile et aérobie incapable d'utiliser le nitrate comme
accepteur d'électrons.
• Turbidité avec légère intensification de la couleur rouge d'origine du milieu: Non-fermentation du mannitol.
• Turbidité qui diffuse latéralement la ligne de piqûre avec plus ou moins de profusion: Organisme mobile (degré
d'étalement, indicatif, motilité lente à très active).
• Turbidité avec jaunissement général du milieu sauf la surface qui reste rouge intense: fermentation au mannitol.
• Turbidité avec légère intensification de la couleur rouge d'origine du milieu, avec apparition de bulles de gaz piégées le
long de la ligne de puits et, parfois, rupture du milieu de culture: Non-fermentation du mannitol avec réduction
progressive des nitrates en nitrites et enfin ly à l'azote gazeux.
Contrôle qualité

Température d'incubation: Temps d'incubation:
Inoculum:

36 °C ±1 18 h ±2

Escherichia coli ATCC® 25922 Bonne  Mot. (+) Man. (+) Nit. (+)
Proteus mirabilis ATCC® 25933 Bonne  Mot. (+) Man. (-) Nit. (+)
Klebsiella pneumoniae ATCC® 13883 Bonne  Mot. (-) Man. (+) Nit. (+)

Micro-organismes Croissance Remarques
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Pour usage professionnel uniquement. À conserver fermé, loin de la lumière, dans un endroit frais et sec (+4°C  à  30°C).
Conservation
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