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AVANT-PROPOS

En vertu du Plan d'action pour la Méditerranée, adopté par les pays du
hassin méditerranéen & Barcelone, en février 1975, et conformément a l'ar-
ticle 10 de la Convention pour la protection de la mer Méditerranée contre la
pollution d'origine tellurique, les Parties contractantes ont entrepris d'éta-
blir, en atroite collaboration aveec les institutions internatiocnales compe-
tentes, un systéme d'observation de la pollution dans le bassin méditerranéen.

A l'origine, la composante scientifique du Plan d'acticn, c'est-a-dire le
programme coordonné de surveillance et de recherche sur la pollution de la mer
Méditerranée (MED POL — Phase 1), réalisée entre 1976 at 1981, visait a
acquérir des informations de bass sur 1'état de la pollution marine dans la
région et & constituer le cadre d'un systéme de surveillanee de cette nature,
Au cours de cette phase, des activités ont ete entreprises par l'Organisation
mondiale de la santé (OMS), en collaboration avec le programme des Nations
Unies pour l'environmement (PNUE), en vue d'établir des méthodes normalisees
d'échantillonnage et d'analyse bactéricologigque. Ces méthodes ont eté essen—
tiellement é&laborées grace & un projet pilote sur la surveillance de la qua-
lité des saux cotiéres de la Méditerranée (MED POL VII), réalise entre 1976 et
1981 et coordonné conjointement par 1'CMS et le PNUE. Ce projet pilote visairt
essentiellement 4 l'étude des paramétres bactériologigues et connexes en vue
de la surveillance continue de ia zone cdtiére A usage récréatif, des zomes
d'élevage de crustacésg et de mollusques et de ses espéces marines. Pendant
l'exécution de ce projet, on a cherchée a se doter de méthodes normalisees;
cela s'est tourefois révélé difficile dans la mesure ou les laboratoires medi-
terranéens étaient habitués de longue date a4 des méthodes differentes de
détermination des principaux paramétres microbioiogiques.

Dans le cadre du programme & long terme de surveillance et de recherche
sur la pollution de la Méditerranée (MED POL - Phase II), couvrant la période
de 1981 & 1990, =t conformément aux articles pertinents de la Convention et de
ses protocoles, la quasi-totalité des pays méditerranéens oat présente des
programmes nationaux d'observation, dont un certain aombre ont atteint leur
vitesse de croisiére parfois depuis 1983. Dans les autres pays, on met la
derniére main aux programmes & cette fin, pour présentation et exécution.

Aux fins de la comparaison des résultats fournis par les divers labora-
toires et en vue de leur svnthése en un panorama regional d'ensemble, l'elabo-
ration d'une série exhaustive de méthodes de reference a éte entreprise par le
programme du PNUE pour les mers régionales, =2n collaboration avec les insti-
tutions spécialisées intéressées des Nations Unies. Dans ce cadre, 1'OMS et
le PNUE ont & ce jour €laboré conjointement des methodes de réference pour
l'échantillonage et l'analyse des principaux arganismes indicateurs bactériens
présents dans 1'sau de mer et les bivalves, y compris, le cas échéant, les
méthodes de culture pour filtration sur membranes (MF) =t de dosage par dilu-
tion en tubes multiples (méthode NPP - nombre le plus probable). Lesz labora-
toires nationaux participant au programme MED POL se servent de ces meéthodes
de référence normalisées, qui font l'objet de revisions et de mises & jour
réguliéres.

Pour permettre la comparaison des résultats et du contrdle de la qualite
des analyses, tant au plan national que regional, une serie d'exercices d'in-
terétalonnage des méthodes microbiologiques de surveillance de 1a qualité des
eaux cAtiéres a été entreprise en 1983, aprés un exercice préparatoire
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organisé 4 l'Istituto superiore di Sanita, & Rome, en novembre 1982. Ces
travaux, realisés alternativement en anglais et en francais, sont destinés
laboratoires du pays organisateur, qui participe ou envisage de participer
programme de surveillance, ainsi qu'a quelgques laboratoires d'autres pays,
afin d'assurer la continuité de l'organisation et de la participation. Le
premier exercice de la série a eu lieu a l'Escola Teenica Superior d'Enginyers
de Camins, Canals i Ports, & Barcelone (7-11 novembre 1983), le deuxiéme au
$iége du projet de lutte contre la pollution de 1'environnement, & Athénes
(25-29 juin 1984), le troisiéme, & 1'Institut Pasteur, a Tunis (12-16 no-
vembre 1984) et le quatriéme & 1'institut d'océanographie et des péches de
Split (15-20 avril 1985).

Le présent exercice d'interétalonnage et la réunion de consultation (le
cinquiéme et dernier de cette série) était organise par L'OMS et lLe PNUE, en
collaboration avec le laboratoire départemental de santé publique de Marseille
(France), dans le cadre de MED POL - Phase [I. Comme pour les exercices
précédents, gon principal objet était de permettre aux participants de
proceder a des titrages de paramétres bactériens dans des échantillons d'eaun
de mer, de crustacés et de mollusques identiques, selon les methodes de
référence norma— lisees élaborées par le PNUE/QMS.

La réunion de consultation se proposait les objectifs ci-aprés :

gxamen des résultats de l'exercice, afin de définir les problémes tech-
niques de methodologie et de contrdle de la qualite;

nouvel examen des projets de meéthodes de référence pour le dosage des
coliformes totaux, coliformeg fécauw et streptocoques fécaux dans l'eau
de mer, par la technique des dilutions en tubes multiples (NEP};

nouvel examen des projetg de directives revisées sur la surveillance
continue des eaux cdtiéres 4 usage récréatif et des zones d'élevage des
crustaces et des mollusques;

formulation de recommandations sur les aspects pertinents du programme &
long terme de surveillance continue et de recherche.

Des representants des institutions francaizes participant a4 la composante
"surveillance continue de MED POL - Phase IIY, dans ses aspects microbio-
logiques, ainsi qu'a d'autres programmes nationaux d'observation :ontinue ont
été invités & participer 4 l'exercice d'interétalonnage et a La réunion de
consultation, de méme gque des representants d'institutions situéesz en Algerie,
en Egypte, en Espagne, en Gréce, en Isra€l, en Italie, & Malte, au Maroec, en
Tunisie et en Yougoslavie, participant au méme programme. En outre, les orga-
nisations intermationales suivantes avaient été invitées & se faire repre-
senter : Organisation des Nations Unies pour l'alimentatiom et 1'agriculture
(FAQ), Commission océanographique intergouvernementale (COI), Organization des
Nations Unies pour l'education, la science et la culture (Unesco), Organisa-
tion météorologique mondiale (OMM) et Agence internationale de 1'énergie
atomique (AIEA).

L. Quverture de la reunion (point | de l'ordre du jour)

La réunion était organisee a4 la faculté de medecine de !'Université de
Marseille du 12 au 23 novembre 1985, Y ont participe seize conseillers tempo-—
ralires venus de France et neuf, d'autres pays méditerranéens. Le Bureau
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réegional de 1'0OMS pour l'Europe et l'Unite de coordipation du Plan d'action
pour la Méditerranée (PNUE) étaient conjointement représentés par un seul
fonctionnaire. La liste des pavticipants figure en Annexe 3.

Le Dr L.J. Saliba, spécialiste secientifique principal de 1'0MS, Plan
d'action pour la Méditerranée, Bureau regional de l'Europe de l'Crganisation
mondiale de la santé, ouvre la consultation auw nom dy Dr J.E. Asvall, direc-
teur régional pour 1'Eurcpe. Il évoque dans leurs grandes lignes les compo-
santes du Plan d'action pour la Méditerranée, dans le cadre duquel cette acti-
vité a &té organisée, ot rappelle le profond attachement de 1'0MS au Plan
d'action pour la Méditerranée, Il souligne l'importance que revet la surveil-
lance régulidre des eaux cOtiéres 3 usage récréatif et des zones d'élevage de
crustacés et de mollusgques, compte tenu des risques pour la santé liés & la
baignade dans des eaux polluées ou a4 la consommation de fruits de mer conta-
minés. L'orateur souligne que laz série en cours d'exercices d'interétalonnage
constitue une activité scientifique visant & assurer la comparabiliteée des
méthodes et des résultats et a4 favoriger les contacts professionnels entre
scientifiques participant au programme MED POL. Il exprime la gratitude de
1'0M§ pour les efforts consentis par le Laboratoire départemental de sante
publique pour organiser la réunion et pour les locaux fournis par la Faculté
de médecine, enfin pour la collaboration assidue du coordonnateur natiomal
francais de MED POL.

Le Dr P. Giraud, représentant le doyen de la Faculte de medecine de
Marseille, souhaite la bienvenue aux participants au nom de la Faculté. Il
est heursux que cet exercice ait lieu dans son institution, son theme étant
dans le droit f£il des travaux de la Faculté de médecine. A cet égard, la
Faculté se félicite de pouvoir collaborer avec 1'0OMS et eszpére que la coope-
ration en cours pourra étre renforcée.

M. J. Cornibert accueille les participants au nom de la Préfecture des
Bouches-du—Rhéne. Il est heureux que 1'0OMS ait choisi Marseille pour y orga-
niser cet exercice. La cité phocéemnne est en effet la quatrieme ville du
bassin méditerranéen sur le plan de l'importance, et la vie méme de la cité
a5t axée autour de la mer. Il n'est donc pas surprenant gque le grand public
se preoccupe de la lutte contre la pollution marine, et un certain nombre
d'usines de traitement ont éte construites ces dernidres annees. M. Cornibert
rappelle que d'importants efforts de la part de tous les gouvernements sont
exigés dans les domaines de la santé et de l'envirgmnement pour ameliorer
l'état de santé dans le bassin méditerranéen.

M. E. Weygand, prészident du Consell géneral, s'adresse lul aussi aux
participants, rappelant que le probleme de la pollution de la Méditerranee
n'est pas nouveau. Par contre, l'initiative politique est assez récente;
auparavant, la mer Mediterranée était considérée comme un dépotoir susceptible
d'absorber toutes les matiéres chimiques et bacteriologiques qui y étaient
rejetées, Il tient A exprimer sa satisfaction de ce que le laboratoire depar-
temental de santé publigue ait été choisi pour le présent exercice. L'orateur
mentionne encore les efforts an cours pour accroitre le nombre d'usines de
traitement et souligne 1l'importance de la coopération intermationale pour
épurer le bassin méditerraneéen. Les réunions et exercices de ce type comsti-
tuent la base necessaire pour permettre aux autorités nationales d'élaborer et
d'evéouter les mesureg de contrdle qui s'imposent. Il souhaite aux partici-
pants un exercice fructueux débouchant sur des résultats conerets.
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M. P. Balland, coordonnateur national de MED POL, souligne l'importance
de la coopération du systéme deg Nations Unies au Plan d'action pour la Médi-
terrange. Il se référe aux Critéres d'hygiéne de l'environnement pour les
eaux ¢Otiéres a usage recreatif gue les Etats méditerranéens ont récemment
adoptés A titre transitoire. Le bassin méditerranéen se caracteérise par une
variété de systemes culturels et de groupes ethniques; il n'en est pas moins
pessible de s'entendre sur une méthodalogie commune, tout & fait indispen-—
sable. Le présent exercice se propose cela comme son principal objectif et
1'accent doit étre mis sur des méthodes d'évaluation qui doivent &tre pré-
cizses. L'orateur attend avec intérét le rapport sur les résultats de ['en-
semble de la série d'exercices d'interétalennage sur les méthodes microbiolo-
giques, dont la présente activite constitue le cinquiéme et dernier. Les
effets sur la santé de la pollution des eaux représentent eux aussi un pro-—
bléme d'importance. Au nom du Ministérve francais de 1'environnement,

M. Balland soubaite que le présent exercice soit couromnné de succes,

Mme le Dr Bernadette Carcassonne, directrice du lLaboratoire départemental
de santé publigue, remercie toutes les institutioms qui avec elle ont parti-
cipé &4 l'organisation du présent exercice et en particulier la Faculté de
médecine et l'Univergite d'Aix. Aprés avoir briévement 4voqué les programmes
nationaux frangais dans le domaine de la surveillance bactériologique des eaux
cOtieres et des organismes maring et fait reférence aux exercices precedents
de la seérie qui visaient & permettre aux participants de différents pays de
comparer leurs méthodes at leurs résultats, elle exprime l'espoir gque le
présent exercice sera ausi riche d'enseignement que les précédents.

2. Theme et objet de la réunion (point 2 de !'ordre du jour)

Le Dr L.J. Saliba expose le théme et la
reunion de consultation. Il est capital, au

portée de l'exercice et de la
cours de l'exercice de labora- o

toire, que tous les participants suivent les
héte et appliquent les methodes de référence
a sans doute ges préferences et des méthodes
l'objet de l'exercice étant de détermirer la

ingtructions de 1'institution
pertinentes. Chaque participant
qui lui sont propres, mais
comparabilité des résultats

obtenus, 1l importe essentiellement de suivre une seule et méme methodologie.
L'orateur explique encore que les participants seront appeles a reviser les
proiets de méthode de refersnce pour le dosage des coliformes totaux, des
coliformes féraux et des streptocoques fécaux dans l'eau de mer, par la tech-
nique des dilutions en tubes multiples, ainsi que le projet de directives pour
la surveillance continue de la qualité des eaux cdtidres 4 usage récreatif.
Toutes ces méthodes sont désormais disponibles en anglais et en francais.

3.

Mme 1= Dr Bernadette Carcassonne est portee & la présidence, le
Dr R, Mujeriego, & la vice-présidence, Mmes le Dr Yona Yoshpe-Purer et le
Dr Frangolse Sinegre sont élues co-rapporteurs. Le Dr L.J. Saliba fait
fonetion de secrétaire de la reunion.

4, Adoption de l'ordre du jour (point 4 de 1l'ordre du jour)

L'ordre du jour provisoire est adopte & l'unanimité.
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5. Organisation de la réunion et de 1'exercice en laboratoire (point § de
i'ordre du jour)

Mme le Dr Bermadette Carcassonne expose le programme de travaux pratiques
et décrit les procédures applicables. Des instructions detaillées sur les
procédures de laberatoire sont 2 la disposition des participants, ainsi gqu'un
programme et un calendrier. Les méthodes de référence normalisées devront
étre employées pour les procédures plus détaillées. la présidente évoque
aussi les imprimés fournis aux participants, sur la base desquels les resul-
tats de l'exercice complet feront 1l'objet d'une amalyse statistique., Les par-
ticipants adoptent le programme provisoire. On trouvera les instructioms
détaillées aux participants en Annexe 2.

6. Etude du projet révisé de directives sur la surveillance continue desg
gaux .cdtidres 4 usage recreatif et des zones d'élevage de crustacés et de
mollusques (point 6 de l'ordre du jour)

Les participants examinent le projet révisé de méthodes de reférence
ENUE/OMS No 1 : directive pour la surveillance continue des eaux cHtiéres a
usage récréatif et des zones d'élevage de crustacés et de meollusques (document
ICE/CER 001 m07/6) avant sa publication officielle, en anglais et en francgais,
dans la série des méthodes de référence. Il a été décidé de tenir compte,
dans la version finale, notamment des points ci-aprés :

- la deéfinition des saux cotiéres a usage recréatif devrait couvrir aussi
le sable des plages;

- les indicateurs de qualité de l'sau 4 visée sanitaire devraient étre
fondes sur des études épidémiologiques;

- en prévision de programmes de surveillance continue, les cartes et rele-
vés topographiques utilisés devraient &tre les plus recents, et il
conviendrait d'indiquer la date a laquelle ces cartes ou relevés ont été
établis lorsqu'on la connaity

- pendant la saison des baignades, il conviendrait, outre les prélévements
normaux a4 intervalles bimensuels, de procéder aprés chagque chute de pluie
importante 4 des prélévements sur les plages, au voisinage des points de
déversement;

- en matidre de surveillance des plages & usage réeréatif - c'est-a-dire de
la partie situee au-dessus de la ligne d'affleurement de l'eau - il
faudrait recommander 1'examen microbiologique du sable, de preference en
vue de la surveillance continue des mémes organismes que dans l'eau de
mer, et déterminer la présence de champignons. Il conviendrait de pro-
cdder aux observations et mesures relatives aux plages au moment précis
des prélévements d'eau de mer dans la zone congidérée;

- la classification de McKay et Garber, relative 4 la surveillance des
plages, devrait &tre & la base d'une version modifige, distinguant des
paramétres obligatoires et facultatifs, et les méduses devraient étre
clacsdes parmi ces derniers;

— aux fins de la surveillance élargie des zones a usage racréatif ou affec-
tées 4 1l'élevage des crustacés et des mollusques, les biotoxines revétent
un interét considérable en tant gque paramétres de surveillance;
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- il faudrait continuer de doser la présence de Staphyviecoccus aureus aux
fins de la surveillance élargie. En outre, salon des indications récen-
tas, il semblerait que les staphylocoques totaux pourraient constituer un
bon indicateur de pollution, encore gque cela doive &tre vérifié par des
recherches plus approfondies;

l'utilisation de Clostridium perfrigens en tant qu'orzanisme de surveil-
lance continue est encore & l'édtude. On peut en tirer une indication de
la contamination virale 2n vaison de sa plus grande résistance par
rapport 4 d'autres organismes indicateurs, néanmoins, il &5t malaise de
le détecter dang l'ezu de mer;

on peut se servir, aux fins de l'echantillonnage des sédiments pour ana-
lyse microbiologique d'un matériel plus simple que les dispositifs
d'échantillonnage de fond de Van Donsel-Geldreich et les carotteurs
triples d'Albrechtsen. Des deseriptions de c¢e matériel pourraient &tre
fournies.

Examen critique des proiets de methodes de reférence pour la détermina-
tion des coliformes totaux, coliformes fécaux et streptocoques fécaux
dans 1'eau de mer, par la méthode MFN (NFP) (point 7 de l'ardre du jour)

Les participants examinent les projets de méthodes de réference pour la
détermination de a) les coliformes totaux dans l'eau de mer, selon la tech-
nique NPP (document ICP/CEH 00L m07/9), b) les coliformes fécaux dans L'eau de
mer par la mérhode NPP {(document ICEP/CEH 001 wm07/10) et e¢) les streptocoques
fécaux dans l'eau de mer par la methode NPP (document ICEP/CEH 001 wmO7/L1).
Aucun amendement spéeifique n'a été proposéd, mais il a eté décide que, lors
des revisions ultérieures des documents, il conviendrait de domnner davantage
de détails sur les methodes de comptage des colonies et sur les procédures
d'évaluation des résultats. On a notamment fait remarquer que KF-agar n'est
pas un milieu auffigamment gélectif pour le dosage des streptocoques fécaux et
donne lieu & des faux positifs. M-Enterococcus agar egt un meilleur milieu
mais peut cependant entrainer des faux négatifs. Les participants ont décidé
qu'il faudrait proceder & des etudes comparatives entre ces deux milieux.

8. Examen critique des résultats de l'exercice de laboratoire (point 8 de
l'ordre du jour)

Les participants ont examiné les résultats de l'exercice d'interé-
talonnage (cf. Annexe 1). Les principaux problémes concernent a) les dispa-
rites entre résultats obtenus par divers participants et b) les différences
entre les régultats obtenus selon les methodes NPP et de filtration sur mem=-
branes, respectivement. I[ls onmt jugé normal gue les tests NPP donnent des
comptages plus eleves que la méthode de filtration sur membranes. Les diver-
gences peuvent cependant etre imputables 4 des erreurs de comptage des colo-
nies ou a4 1'élaboration de la moyenne des dénombrements individuels. Le comp-
tage des colonies a éte examiné. GSelon l'un des participants, pour les coli-
formes fecaux chaque colonie bleue, v compris celles dont le centre est brun,
devrait étre comptée. De méme, pour les streptocoques fécaux, il faudrait
compter les colonies roses avec les rouges. Il est également apparu certaines
digparités selon les participants dans le caleul de la moyenne entre le nombre
de colonles sur deux membranes de replication. La plupart des participants
font la moyenne des deux dénombrements. D'autres ne preonent une moyenne
simple que si la différence entre les deux est inférieure & 30%. En cas
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contraire, ils inscrivent le chiffre le plus &levé ou le plus faible (selon
que les conditions particulidres exigent que l'on soit strict ou tolérant).
Considérant les différentes méthodes d'intarprétation at d'évaluation des
résultats appliquées par les participants dans leur institution d'origine et
compte tenu aussi de la difficulté relative de normaliser ces aspects pour en
faire des méthodes officielles de référence, on a conclu que les resultats de
1'exercice sont satizfaisants dans 1'ensemble.

9. Action future et recommandations (point 3 de l'ordre du jour)

Les recommandations ci-aprés ont été formulées

- Des exercices d'interétalonnage des paramétres microbiologiques devront
&tre poursuivis dans le cadre du programme de surveillance MED POL. Cela
pourrait &tre réaiisé a l'échelon d'un ou plusieurs pays méditerranéens,
afin que puisse &tre maintenu un niveau satisfaisant dans le contrdle de
qualité et pour assurer l'obtention de résultats comparables.

- (On devrait étudier la possibilité de faire préparer, par des laboratoires
choisis dans les pays méditerranéens, des series d'&chantillons d'eau de
mer identiques & partir d¢'un méme preléevement et de les distribuer a
d'autres laboratoires. Cela permettrait de comparer les resultats
obtenus dans les conditions de travail habituelles de chaque laboratoire.

- Dles seggions de formation aux techniques microbicologiques ainsi qu'aux
méthodes d'évaluation des resultats devraient étre organisees dans la
région méditerranéenne.

- Les méthodes de référence devraient &tre réguliérement mises a jour em
fonction de l'évolution des techniques ainsi que des rapports issus des
laboratoires participant au programme MED POL.

~ De nouvelles méthodes de référence devront étre établies pour la deter-—
mination d'autres paramétres (bactériologiques et mycologiques) choisis
en fonetion du miliew étudié @ 2au, sable, sediments.
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Annexe ]

RESULTATS DE L'EXERCICE D' INTERETALONNAGE
Marseille, l8-23 novembre 1985

Introduction

L'activité entreprise a pour objet de permettre aux participants de
proceder au dosage des concentrations microbiennes dans les mémes échantillons
d'eau de mer et de bivalves par des méthodes uniformes, puis de comparer les
resultats obtenus a) entre les divers participants pour chaque paramétre
(coliformes fécaux at streptocoques feécaux) et b) entre les deux méthodes (de
la filtration sur membranes et des dilutions en tubes muitiples) empioyées
pour les echantillons d'eau de mer.

Organisation et méthodes

Les participants travaillent individuellement. Chacun analyse deux
échantillons d'eau de mer (échantillon I provenant d'une zone légérement
polluée et échantillon II, d'une zone modérément polluée) et un échantillon de
bivalves.

Dang les échantillons d'eau de mer on recherche les coliformes fécaux et
les streptocoques fécaux par les méthodes des dilutions en tubes multiples
(NPP) et des cultures pour filtration sur membranes; les échantillons de
bivalves sont examinés pour le dosage des coliformes fécaux par La méthode NEP.

On a donne aux participants des instructions pour les travaux pratigues
en laboratoire avec les détails voulus sur le matériel, les milieux de culture -
et les réactifs fournis et un plan de travail pour les différents dosages.
Les participants ont suivi pour chaque dosage les méthodes spécifiées, dont la
méthode de réference applicable pour chacun des paramétres.

Resultats

On trouvera aux tableaux 1 & 4 un releve des dénombrements effectués par
chaque participant sur les filtres &4 membranes, pour les coliformes fécaux et
les streptocoques fécaux presents dans chague échantillon d'eau de mer. Le
tableau 5 reproduit les calculs relatifs aux densités d'organismes, sur la
base de ces comptages, ainsi qu'une analyse statistique. S5'agissant du
premier échantillon (eau de mer modérément polluée), les participants ont
compte de 9 & 44 coliformes fecaux par 100 ml, avec une moyeane de 21 et un
écart type de 8. Sur les 18 résultats, 13 se trouvaient dans la fourchette
moyenne + 1,0 écart type. Les dénombrements relatifs aux streptocoques
fecaux, pour 100 ml, allaient de 16 a 51, avec une moyenne de 26 ef un écart
type de 9. Sur les 18 résultats, 13 se plagaient dans la fourchette moyenne
+ 1,0 écart type.

Pour le deuxieme échantillon (eau de mer légérement polluée), on a dénom—
bré entre 2 & 26 coliformes fécaux pour 100 ml, avec une moyenne de 8 2t un
écart type de 6. Sur les 18 résultats, 13 se situaient dans la moyenne + 1,0
écart type. Les comptages de streptocoques fécaux variaient entre l4 et 106
pour 100 ml, avec une moyenne de 37 et un écart type de 22, Sur les 18 résul- -
tats, l4 se situaient dans la moyenne + 1,0 ecart type.
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Les résultats individuels du nombre le plus probable (MPN) pour les deux
mémes paramétres (coliformes [écaux et streptocogues fécaux), dans les deux
mémes échantillons d'eau de mer, sont reproduits au tableau 6, avee une ana-
tyge statistique. Pour l'échantillon modérément pollué, les nombres de coli-
formes fécaux variaient entre 17 et 70 pour 100 ml, avec une moyenne de 43 et
un écart type de 18. Sur les 18 dénombrements, L2 étaient dans la moyenne
+ 1,0 écart type. Les estimations de streptocoques fécaux allaient
de 4 & 23 pour 100 ml avec une moyenne de Ll et un écart type de 6. Sur les
18 estimations, 10 étaient dans la moyenne + 1,0 écart type.

Dang l'échantillon légérement pollué, les coliformes fécaux variaient
entre 2 et 22 pour 100 ml, avec une moyenne de 7 et un écart type de 5. Sur
les 18 comptages, 15 étaient dans la moyenne + 1,0 écart type. On a trouvé de
6 & 130 streptocoques fécaux pour 100 ml, avec une moyenne de 31 et un ccart
type de 31. Sur 18 comptages, 15 se situaient dans la moyenne + 1,0 écart
tvpe.

Les résultats individuels pour les coliformes fécaux dans 1l'echantillon
de bivalves figurent au tableau 7. Ils vont de 0,0 & 13,0 par gramme de
chair, avec une moyenne de 1 et un écart type de 3,7. Sept dénombrements ont
donné zéro. Sur les 11 autres, 10 se situaient dans la moyenne + 1 ecart type.

Conclusions

Du point de vue statistique, les resultats ne sont pas suffisamment
significatifs bien que, dans chaque cas, ils aient été affectés par une ou
deux lectures aberrantes. Il est évident que les disparités se situent essen-
tiellement au niveau de l'interprétation des résultats obtenus (c'est-a-dire
le dénombrement des colonies) et non pas dans les méthodes elies-mémes.

La corrélation entres les deux méthodes (filtration sur membrane et NPF)
dans l'analyse des echantillons d'eau de mer a ste assez satisfaisante, compte
tenu de toutes les variations et sources de disparités inhérentes a chacune
des methodes.
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Tableau L

RESULTATS MEMBRANES FILTRANTES

NOMBRE DE CCLONIES - Echantillon 1

Coliformes fécaux

Yol., mt
Farticipant

B

BO&

BO7

BOg

co?

CLo

C11

MOYERME

ECART TYFE

Mombre de résulfats compris entre la moysnna . N oacarts-typws (@)

MOY. * 1 T 14 12
MOY. * 1L5 ir 13 1é
MOY.+ 2 o 1& 17
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Tableau 2
RESULTATS MEMBRANES FILTRANTES
NOMBRE DE COLONIES - Echantillom 1
Streptocoques fécaux
Yol. ml 100 a0 10 5 1 2,3
Farticipant r
BOS ) 19 =1 1 2 ]
={wr} 14 10 2 2 0 &}
BO7 iy 7 1 1 [0, 0
EOG 22 14 3 = ¥ s
coo =9 9 i 1 0 o
Cio L 13 7 0 0 Q
g1t 42 12 & 2 0 ]
ciz 20 1z 3 1 & 2
D1Z 1& 13 2 4 1 W]
Di4 bl 1 z 1 0 0
F21 29 7 ] 2 0 o
=22 3 14 & Q Cr s}
23 28 13 3 2 O 0
Fia g 10 1 3 o 0
G223 19 1&a 4 ) 1 1
GZ4& 29 14 + 5 ] Q
27 24 i1 2 2 0 &
528 0 8 1 0 1 ]
MOYENME 26 12 3 e 1 o
ECART TYFE k4 > 2 1 Q z

Nombre de résultats compris entre

la mayenne et

n égarts—types

MoY.* 1 o 13 11 10 & = 2
MOY. & 1l3 o 14 15 13 14 3 2
MOY.£ 2« 17 1?7 17 14 e Bt

(o)
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Tableau 3

RESULTATS MEMBRANES FILTRANTES

NOMBRE DE COLONIES - Eehantillom 2

Coliformes fécaux

Yol. ml
FParticipant

EBoO&

=1m=

BT

EOB

Lo

Cio

MOYENME

ECART TYFE

Nombre de résultats compris entee la movenne et n écarts-types (o

MOY.x 1 ) 13 11 7 ?
MOY.x 1,5 0 146 14 7 ?
MOy.x 2 4] 17 14 L
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RESULTATS MEMBRANES FILTRANTES
NOMBRE DE COLONIES - Echantillen 2
Streptocoques [écaux
Vgl. mi 100 =1 10 = 1 075
Farticipant
ROS Q 38 & = 1 ]
BQ& 4 =1 4 1 0 0
BOQY 0 9 14 Qo 1 Q
EOS Q 7 4 4 = o
coe o] gT 8 3 2 0
c1lo 8] 19 8 2 Q o
Cl1 Q 25 4 4 Q 0
ci? 0 28 12 2 0 Q
D1= Q 26 5 = 2 0
D14 Q 27 17 4 0 1
FZ21 & 35 8 4 1 &
F22 o] 29 & 3 & Q
Faa Q 232 g 0 8] O
F24 0 45 a 8 1 0
[C e % i8 4 B 2 )
G2& Q 28 & = 1 1
G27 0 22 3 2 1 0
G228 o =9 = 1 2 Q
MOYEMNE ) 2% & ! 1 1
ECART TYFE 0 0 3 2 1 0

Nombre de résultats caompris entre

MOY.* 1 ¢
MOY. % 1A5 T
MoY.x 2 o

0
Q
0

14
15

16

la movenne et

15 12
15 19
14 13

n écarts—types (g)

& . 2
11 2
11 2

RS e o
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Tableau 5

RESULTATS MEMBRANES FILTRANTES

{100 ml d'eazu chtiére)

Identif. Echantillon 1 Echantillan 2
Farticipant| Coli. fécaux Strepto, fécaun Coli. fécaux Strepto, fécaux
BOD 12 Y. 10 T
RO& =% 14 24 &5
RO7 od 21 13 7e
B8 24 s L] 14
Co9 5 51 4 106
Clo =& =% & 18
Cil1i 14 a2 4 o2
cia 24 22 & S&
DI 44 14 4 52
D14 29 27 & =4
F21 12 =% 2 70
F22 23 o = b=1=1
F2% 7 28 3 46
- 24 14 18 -] Fn
G2 20 19 & T
G2 27 29 16 —&
G27 15 Z4 = 44
G218 14 0 10 52
MOYENNE =1 mg a .
ECART TYFE g 9 & 22
Nombre de récultats compris entre la mgyenne &t p écarts—types (7}
MOY.x b s 3 13 14
MOY .z 1,. 17 1&6 14 14
Moy, 2 17 17 17 17
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Tableau 6
RESULTATS TESTS NPP
(100 ml d'eau cdtiére)
Tdenti £, Eetantillon ! Echantillen 2

Fartigipant! Coli. fdcauu Strapto, fecaus Loly. fecaus Straptofecans

BOS il 7 & 17

BOS 21 1T 4 9

BT S0 7 17 17

RO ity 14 = =T

cos 17 8 4 11

Cio T 22 11 P

Cii 0 4 4 11

ciz 22 17 7 27

jnj pus 0 1z a 70

pig wa q 7 1250

21 duj 23 3 17

2z 50 13 4 24

F23 =1b] ) & 17

Foa 70 4 2 w4

525 50 4 7 &

8528 30 22 2an 132

GZ7 70 =4 7 17

GZ8 o 11 11 B0

MOYEMNE 43 11 7 1

ECART TYFE 12 & 5 3l

Nambre de résultats compris entre la mavenne &t n ecarts—types ()

MOY.x 1 @ 12 10 15* 14

HMOY. + 1L5 T 15 15 14 18

MOY.x 2 ¢ 7 18 14 17
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Tableau 7

RESULTATS BIVALVES

(1 g de chair)

Participant| Coliformes
BOS 13TO
BOS 1’3
BO7 orm
EOR 1,7
cow Gy, O
C1d : 0,0
Cii 0,8
Ciz2 0,7
D13 0,2
D14 0,0
F21 £, O
Fuid 0,8

== 0,2

24 0,0

G223 G, 4

G2 Gy 2

Gz7 0,8

GzZe Q.0

MOV ENNE 1,0
ECART TYFE z,7

Nombre de résultats compris entre la moyerme et n écarts-types (o)

MOY.* 1 g 10
MOy, & IAS T 10
MOY.*+ 2 @ 10
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Annexe 2
METHODES MICROSIOLOGIQUES DESTINEES A LA SURVEILLANCE DE LA QUALITE
DES EAUX COTIERES

ORGANISATION DES TRAVAUX PRATIQUES

I Identification des participants

Chaque participant sera distingué par une letire (identification de la
paillasse) et deux chiffres (identification de la place). Cette désignation
ne devra pas 8tre modifiée pendant toute la durée de l'exercice.

1)
Il Echantillons

Chaque participant trouvera sur sa paillasse deux flacons visseés de
500 ml contenant deux échantillons d'eau cdtiére graduellement polluée :

un échantillon "I" d'eau faiblement polluée
un échantiilon "II" d'eau moyennement polluee

Chaque participant trouvera également un échantillon de bivalves.

III Matériel de laborartoire

Méthode de culture en tubesg multiples

Chague participant aura sur sa paillasse ou dans son tiroir le materiel
suivant :

- 2 portoirs identiques de 15 tubes chacun : 5 tubes de bcuillen A-1 double
concentration et 10 tubes de bouillom A-1 simple concentration

- 2 portoirs identiques de 15 tubes chacun : 5 tubes de Rothe double
concentration et 10 tubes de Rothe simple concentration.

Ces tubes serviront 4 l'analyse des 2 echantillane d'eau
cotiere I et II : détermination des NPP des coliformes fécaux (méthode
directe) et streptoceoques fécaux (phase présomptive).

1 portoir de 15 tubes : 5 tubesz de bouillon lactosé double concentration
et L0 tubes de bouillon lactosé simple congentratign. Ces tubes servi-
ront a4 la déterminaticn du NPP des coliformes fécaux (phase présomptive)
dansg l'échantillon de bivalves.

- 5 pipettes stériles graduées de 10 ml
- 10 pipettes stériles graduees de 1 ml
- des pipettes de Pasteur pour les repiquages.

Le matériel constitue seva distribué en temps voulu et se prészentera
comme suit !
- tubes de bouillon lactosé au vert brillant,
- tubes d'eau peptonée, réactif de Kovacs,
poutr la phase confirmative des coliformes féeaux dans 1'échantillon de
bivalves,

i O PR T
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- tubes de milieu de Litsky pour la phase confirmative des streptocoques
fécaux dang l'eau de mer, ainsi que de tubes d'eau peptonés pour une
confirmation (facultative) des coliformes fécaux dans l'eau de mer.

Méthode de filtracion sur membranes

un equipement de filtration (pour 2 personnes) : trompe a eau, une unité
de filrration {entonnoir, support de membrane), une fiole & vide;

des membranes filtrantes, conditionnees separement;

des pipettes graduées (Z pipettes de 50 ml, 10 pipettes de 10 ml,

4 pipettes de 1 ml);

12 beites de Petri contenant de la gelose FC, pour la culture sur mem-
brane filtrante des coliformes fécaux;

12 boites de Petri contenant de la gelose "Enterococcus agar” pour la
culture sur membrane filtrante des streptocoques fécaux;

3 flacons de 90 ml chacun d'eau tamponnée i utiliser pour la préparation
des dilutions décimales (10-1, 10-2) des eaux & analyser;

3 flacons de 500 ml d'eau tamponnée 4 utiliser pour le ringage entre
chaque filtration,

IV Etiquetage

Chaque participant marquera sur les tubes de milieux liquides et sur les
boites de milieux gelosés
- son code d'identification (couple lettre-nombre)
— l'indieation de l'échantillon I, II ou BI (bivalwves)
- les volumes en ml d'eau filtrée non diluée (100, 50, L0, et 5 ml) ou le
volume d'eau diluee (10 et 3> ml) en indiquant le degré de dilution :
D1 pour (l0-1) et D2 pour (10-2).

v Répartition des manipulations

Lundi 18 novembre 1985 - 14h30 - 18 heures

Dénombrement des coliformes fécaux et streptocoques fécaux par la méthode
de filtration sur membrane (MF) des echantillong I et II, gselon le schéma
suivant @

échantillon I : de la dilution la plus forte au volume le plus eleve, la
filtration sera effectuce sur gélose FC, pour le deénombrement des coli-
formas féeaux, et sur gélose "Enterococecus agar', pour la dénombrement
des streptocoques fécaux,

dehantilleon IT : méme procédure.

Mardi 19 novembre 1985 - 9 heures a midi

Détermination par les tests NPP des coliformes fécaux et streptocogues
fecaux (phaze présomptive) par la méthode de culture en tubeas multiples sur
les &chantillons [ et IIL.

- 14h30 a 18 heures

Determination par les tests NPP des coliformes fécaux (phase présomptive)
dans 1'échantillon de bivalves,
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Lecture des coliformes fécaux sur lez membranes filtrantes,
echantillons I et II.

Mereredi 20 novembre 1985 - 9 heures & midi

Lecture des coliformes fécaux echantillons T et IT
Repiquages

- l4h30 a 18 heures

Legcture des streptocoques féeauy sur MF
Lecture des coliformes totaux (bivalves) et repiquages

Jeudi 21 novembre L985 — 9 heures a midi

Lecture et repiquage des streptocoques fécaux en milieu liquide (NPP)
Lecture des tests de confirmation coliformes fécaux en milieu
liquide (NPP}
- 14h30 & 18 heures

Lecture des résultats de la phase confirmative des NPP des coliformes
féecaux dans les bivalves (par g de chair de bivalve)

Vendredi 22 novembre 1985 — %9 heures & midi

Lecture de la phase confirmative des NPP des streptocoques fecaux des
échantillons I et Il d'eau de mer. Fin des travaux pratiques. Inscription
des regultats.

-~ aprés-midi libre
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Annexe 3
LISTE DES PARTICIPANTS
CONSEILLERS TEMPORAIRES

M. R, Ben Aissa
Institut Pazteur de Tunis
Tunis (Tunisie)

Dr P. Bernard *
INSERM - Unité 40
Nice (France)

Mme M.C. Bertrandy *
Cellule de lutte contre lez pollutions marines
Service maritime des Bouches-du-Rhdne
Marseille (France)

M. . Bonhomme *
Laboratoire départemental de santé publique
Marseille (France)

Mme S. Bourzeix *
Hépital Salvator
Service du professeur de Micco
Margeille (France)

Mme B, Carcassonne *
Directrice
Laboratoire départemental de santé publique
Marseille (France)

M. El-Hadi Chamekh
Laboratoire d'hygiéne municipal de la wille d'Alger
Alger (Algérie)

Mme P. Chauvet ¥
Laboratoire départemental de santé publique
Marseille (France)

M. V. Gaugi
Département des travaux publics
Laboratoire de bactériologie
Usine d'épuration Sant Antnin
Marsascala (Malte)

Mme M.J. Gevaudan *
Hopital Salvator
Service du professeur de Micceo
Marseille (France)

Mme A. Guetchidjian *
laboratoire départemental de santé publique
Marseille (France)
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Mme Ch. Gulian #
Hopital Salvator
Service du professeur de Micco
Marseille {France)

Dr M.N. Loubaris
Ingtitut national d'hygiéne
Rabat (Maroc)

Dr 5. Mathonnet *
CERBOM, Ecotoxicologie
Nice {France)

M. A. Medail *
Laboratoire municipal de Toulon
Toulon (France)

Mme C. Meynard *
2 Trav., Regny
Marseille (France)

M. P. Mola *
Laboratoire municipal de chimie et bactériologie
Marzseille (France)

Professeur R. Mujeriego
Egscuela Tecenica Superior D'Enginyers de Camins
Canals i Ports
Universita Politecnica de Barcelona
Barcelone (Espagne)

Mme %. Rousssau *®
Directeur adjoint
Laboratoire deépartementazl de ganté publique
Marseille {(France)

Dr Afaf Mohamed Saleh
Bactériglogie des eaux, laboratoires centraux
Minigtére de la santé
Le Caire (Egypte)

Mme M., Santoni *
laboratoire départemental de sante publique
Marseilie (France)

Mme F. Sinegre *
Institut Bouisson Bertrand
Montpellier (France)

Dr 5. Sobot
Département de la planification et de la protection de l'environnement
Comite de la constructiom, du logement, des travaux publics et de la
protection de l'environnement de la Republique socialiste de Croatie
Zagreb (Yougoslavie)
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Mme D. Spala
Projet de lutte contre Lz peliution de l'envirconnement
Athenes {Gréce)

Mme ie Dr Y. Yoshpe-Purer
Laboratoire de santé publique 4, Felix
Tel-Aviv (Isragl)

ORGANTISATION MONDIALE DE LA SANTE

Bureau régional de 1'Europe

Dr L.J. Saliba %%
Spécialiste scientifique principal
Bureau du projet OMS/EURD
Unite de coordination du Plan d'action pour la Méditerranée
Athénes {(Greéce)

% Non pris en charge par 1'0MS

#*%  Representant aussi l'unite PNUE MED, Athénes




