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Coliformes totaux dans leau de mer par la méthode de culture MF H-1-1

1. INTRODUCTION

La version originale de cette méthode recommandée a &te¢ préparee par
'Organisation Mondiale de la Santé dans le cadre du Programme & long terme de
surveillance continue et de recherche en matiére de poliution de la mer Méditerranée
(MED POL Phase I}, et publiée par le Programme des Nations Unies pour
I'Environnement comme Méthode de référence No 2 dans la série du Centre d'activité
du Programme pour les mers régionales du PNUE.

La méthode est basée essentiellement sur des technigues existantes et deja
consacrées, et tient aussi compte de l'expérience des microbiologistes d'un certain
nombre de pays méditerranéens, Dans la description, le style utilisé par I'Organisation
internationate de normalisation (1IS0) est suivi d'aussi prés que possible. Bien que la
méthode ait &té¢ congue & I'origine pour les conditions prédominant dans la région
méditerranéenne, elle convient aussi, dans une mesure variable, & d'autres régions
présentant des conditions écologiques semblables.

La version actuelle de cette méthode incorpore des modifications apportées sur
la base des examens effectués durant des réunions d'experts organisées par I'OMS,
et aussi sur la base des observations faites par des laboratoires méditerranéens utilisant
la méthode dans le cadre de leur programme national ou local de surveillance continue
de la poliution marine.

2. PORTEE ET DOMAINE D'APPLICATION

La méthode décrite convient pour la numération des coliformes totaux dans les
eaux cbtidres de baignade des mers tempérées et tropicales. Elle a éte &tablie pour la
surveillance sanitaire des plages balnéaires.

Un des avantages de cetle méthode est d'éviter la leclure des colonies
faussement positives de bactéries anaérobies telles que celles de Clostridium
perfringens. De nombreuses bactéries non coliformes ne pousseront pas sur le milieu
spécifique utilisé.  Les bactéries non coliformes ne poussercnt pas sur le milieu
spécifique utilisé. Les bactéries non coliformes qui peuvent pousser doivent étre
éliminées par 'utilisation de tests spéciaux (8.9). Un inconvénient de cette méthode est
qu'elle détecte egalement des coliformes d'origine non fécale et que par conséquent
elle m'est pas un test spécifique indiquant une pollution par des matiéres fécales.

Cette méthode utilise un procédé de filtration sur membranes qui permet la
concentration des bactéries avant leur culture. Elle peut étre utilisée en remplacement
de la Méthode Fermentative des Tubes Multiples {ou Nombre le Plus Probable: NPP)
(PNUE/OMS 1983). Bien que la Méthode de Culture par Filtration sur Membrane (FM)
soit préférable au NPP, le choix dépend des conditions locales et des préférences
personnelles. En régle générale, la méthode FM est moins fastidieuse et, gréce 4 la
préconcentration des bactéries, elle est mieux adaptée dans les cas ol I'on doit estimer
de faibles concentrations bactériennes. I faut choisir la méthode NPP lorsque le
préléverment d'eau est trés chargé en particules qui pourraient fausser la lecture des
membranes aprés incubation.
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Puisque les coliformes meurent lors de leur séjour en eau de mer, leur présence
indigue une récente contamination par des matiéres fécales. Leur taux de mortalité (T-
50) dépend de la salinité, de la température, du rayonnement solaire, etc.

3. DEFINITION

Les coliforrmes sort des bactéries Gram-négatives aérobies et anaérobies
facultatives, en forme de batonnets, ne sporulant pas et fermentant le lactose en
produisant de l'acide et du gaz lors de leur croissance & 36 = 1°C. D’aprés les
conditions de culture décrites dans ce document, les colonies de coliformes
apparaissent comme des points roses a rouge foncé avec un reflet métallique (mordoré)
et dont la taille varie d’'une téte d'épingle jusqu'ad recouvrir complétement la colonie.
Les bactéries Lactose négatives se présentent sous forme de colonies incolores.

Les bactéries coliformes mises en évidence par ce test comprennent £, colitype
| qui est d'origine fécale, ainsi que les types atypiques Il et IV qui peuvent ne pas étre
d'origine fécale,

4. PRINCIPES

A partir d’échantillons d'eau de mer pris en conditions stériles, une série de
dilutions est effectuée selon la quantité de coliformes totaux estimée dans le
prélévement d'eau. Des guantités aliquotes de cette série de dilutions sont filtrées a
travers des membranes filtrantes de porosité 0,45, Ces membranes de filirations sont
déposées 4 la surface de fa Gélose d'Endo coulée en boites de Petri et mises en
cdlture 3 368 = 1°C pendant 24 heures. Les colonies de coliformes apparaitront
comme des points roses a rouge foncé avec un reflet métallique (mordoré) et dont la
taille varie d’une téte d’épingle jusqu’a celle d'une colonie entiére.

Le chlore résiduel, s'il est présent, peut étre neutralisé par ajout de thiosulfate
dans le flacon de prélévement avant I'autoclavage.

Cn peut rechercher dans les colonies suspectes et douteuses 'apparition
d'acide et de gaz en utilisant un test confirmatif: le test du Bouillon de MacConkey ou
bien le test du Bouillon au Vert Brillant.

5. APPAREILS ET VERRERIE
5.1 Flacons pour prélévement en surface, de capacité 200 a 300 ml, en verre
borosilicaté ayanmt un col d'ouverture assez large et un bouchon avec

membrane,

5.2 Une barre de prélévement (bras extenseur) en matiére plastique inoxydable
ayant une pince pour tenir le flacon de prélévement.

5.3 Flacon pour prélévement en profondeur, du type décrit dans la figure 2 ou de
type semblable, leste et avec une cordelette en plastique.

5.4 Mallettes isothermiques avec des sachets reéfrigerants (equipement de camping)
pour congerver les échantillons.
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1) Immerger ¢ ¢ol du flacen
a 20-30 cm sous la surface

2) Retaumer le flacon de 180°

Fig'ure 1. Prélévement en surface au moyen d’'un bras extenseur.

| ——— CABLE
—— MESSAGER

— TUBE EN VERRE
(SERA CASSE PAR LE MESSAGER)

TUYAUEN
CAOUTCHOUC

—— ARMATURE METALLIQUE
— FLACON STERILE

%ﬁiﬁ'—? —  FOND LESTE

Figure 2, Flacon pour prélévements stériles sous la surface.
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Thermomeétre gradué de 0 & 50°C ayant une précision de = 1°C, de préférence
incassable (plastique), & utiliser pour noter la température dans les matlettes
{(5.4).

Appareil de filtration pour membranes filtrantes (MF) de 4,7 cm de diamétre,
comprenant au moins trois unités de filttration pour la filtration simultanée, avec
réservoirs en verre borosilicaté ou autre matiére autoclavable non toxique,
complété par une pompe électrique ou une trompe & eau pour le vide partiel.
Etuve 4 36 = 1°C.

Microscope stéréoscopique, grossissement 10-50X; et/ou un compteur de
colonies sur fond noir.

Autoclave, maximum 2 atmosphéres, soit électrique, soit 4 gaz.

Stérilisateur & vapeurs séches a 160°C.

pH-meétre, précision = 0,1 unité pH.

Pinces en acier inoxydable,

Balance de précision & = 1 mg.

Réfrigérateur 4 4 = 0,5°C.

Agitateur électrique pour mélanger les liquides dans les tubes de culture.
Boites de Petri en verre borosilicaté, diamétre 5 cm, avec des bojtes de
rangerment en acier inoxydable pour la stérilisation ou bien des boites de Petri

en plastique pré-stérilisées et & usage unigue,

Flacons de type Ehrlenmeyer en verre borosilicaté pour la préparation des
milieux, capacité 1 et 2 litres.

Tubes de culture de bactériclogie en verre borosilicaté.

Pipettes (& écoulement total) en verre borosilicaté d'un volume de 1, 9, 10 et
20 ml, avec des boites de rangemeant en acier inoxydable pour la stérilisation.

Remarque: Des pipettes de 9 ml sont uliles mais non essentielles.

Béchers gradués, en verre borosilicaté, d'une capacité de 100, 500 et 1000 ml,
ayant un bec verseur.

Petits tubes en verre borosilicaté (“tubes de Durham") servant & étre mis en
position renversée dans cerains tubes de culture,

Anses de bactériologie 4 boucle, de calibre 22-24, en chrome, chromonickel ou
platine-irridium. Diamétre de la boucle: 3 mm.
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5.23 Papier épais d'emballage.
524 Papier d'aluminium (qualité ménage).

525 Membranes filtrantes (MF), porosité de 0,45y, diametre de 4,7 cm, ou similaire,
s'adaptant a la rampe de filtration (5.6).

Remarque: Les membranes filtrantes (MF) de 0,451 de porosité doivent &tre
garanties par le fabriquant comme étant sans substances
pouvant inhiber la croissance et le développement des
bactéries. Les meilleures filtrations sont obtenues en utilisant
des membranas & base d'esters mixtes de celiulose.

5.26 Papier filtre.

6. MILIEUX DE CULTURE ET PRODUITS CHIMIQUES

Remarque: La composition des milieux est basée sur des solutions de 1
litre ou avec des unités du méme ordre. Avant la préparation il
faut &tablir 1a liste des poids et des volumes des differents
ingrédients nécessaires.

6.1 Gelose d’'Endo

Polypeptone 10,0 g
Thiocpeptone 5049
Casitone 509
BExtrait de levures 1,99
Lactose 12,59
NaCl 50g
K,HPO, 4,375 g
KH,FPO, 1,375 g
Lauryt sulfate de sodium 0,05 ¢
Désoxycholate de sodium 0,10 g
Sulfite de sodiurn 210¢g
Fuschine base 1,08 g
Eau distillée (6.6) 1,0 litre
Agar 15,0 g

Préparation: Dissoudre les ingrédients de ce milieu dans 1 litre d'eau distillée
contenant 20 ml d'éthanol (6.8). Chauffer jusqu'a ébullition et retirer rapidement du feu.
Le milieu terminé devra avoir un pH de 7,2 £0,1 unité pH. Laisser refroidir jusqu’a
environ 45°C et verser un volurne de 4 4 5 mil de cette gélose par boite de Petri. Dés
que la gélose g'est solidifice dans les boites, retourner les boites de Petri et les mettre
au réfrigérateur. Les boites préparées avec ce milieu peuvent se conserver jusqu'a 30
jours a l'obscurité au réfrigérateur.

Remarque: Ne pas autoclaver ce milieu.
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Remarque: La surface de la gélose ne doit pas étre trop séche, car dans ce
cas, la membrane de filtration n'adhérerait pas a la surface de
la gélose et empécherait la diffusion des substances nutritives
nécessaires a la croissance des colonies.

6.2 Bouilion de MacConkey

6.2.1 Compaosition du milieu

Taurocholate de sodium 50¢g
Lactose 10,0 g
NaCl 50¢g
Peptone 2004q
Eau distillée (6.6) 1,0 litre

Préparation: Dissoudre les ingredients en remuant. Ajuster le pH 27,1 = 0,1
avec de I'HCI dilué, puis ajouter la solution de pourpre de bromocrésol (6.2.2). Dans
chague tube de culture propre (5.18, 8.1}, introduire un petit tube de Durham en
position renversée (5.21) et une guantité de bouillon de MacConkey de maniére a
recouvrir au moins partiellement le tube de Durham qui pigge une grosse bulle d'air qui
disparaltra lors de 'autoclavage. Obturer les tubes de culture avec un bouchon de
coton. Autoclaver les tubes de culture &4 121°C pendant 15 minutes.

6.2.2 Solution de pourpre de bramocrésol

Préparation: Dissoudre 1 g de pourpre de bromocrésol dans 89 mil d'une
solution d'éthanol 4 95% (6.8).

6.3 Bouillon au Vert Brillant bilié

Oxgall en poudre 200 ¢
Lactose 10,0 g
Peptone 10,09
Vert Brillant 13,3 mg
Eau distillée (6.6) 1,0 litre

Préparation; Dissoudre les ingrédients en remuant. Dans chague tube de
culture propre (5.18, 8.1) introduire un petit tube de Durham (5.21) en position
renversée et verser dans chague tube de culture une quantité suffisante de bouillon au
Vert Brillant de maniére & recouvrir partiellement les tubes de Durham. Le tube de
Durham piégera une grosse bulle d'air qui disparaitra lors de Ia stérilisation. Obturer
les tubes de culture avec un bouchon de coton. Stériliser en autoclavant 4 121°C (5.9),
de préférence 12 minutes et pas plus de 15 minutes. Le pH final devra étre de 7,2x0,2.
Avant utilisation de ce bouillon faire un essai en utilisant une souche de coliforme de
coliection (6.8).

6.4 Tampon phosphate (pH = 7,2)
K,HPO, 309

KH, PO, 1,0 g
Eau distillée (6.6) 1,0 litre
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6.4.1 Tampon phosphate pour filtration

Préparation: Dissoudre les composants et autoclaver (5.9) pendant 15 minutes
a121°C.

6.4.2 Tampon phosphate pour diiutions

Préparation; Préparer une solution de thiosulfate de sodium a 10% avec de
l'eau distillée (6.6), (pour stériliser la solution préparée, la filtrer & travers une membrane
filtrante stérile (8.2.4, 8.2.5)).
6.5 Solution de thiosulfate

Préparation; Préparer une solution de thiosulfate de sodium & 10% avec de
I'eau distillée (6.6), (pour stériliser la solution préparée, la filtrer & travers une membrane
filtrante stérile (8.2.4, 8.2.5).
6.6 Eau distitlée

N'utiliser que de I'eau distillée faite dans des appareils de distillation entiérement
gn verre ou entigrement en quartz. L'eau déminéralisée convient également si elle est
produite par des appareils ne dégageant pas de substances toxiques.

Remargue: |'eau distillée du commerce est souvent produite dans des
appareils en cuivre et en zinc et est dong fortement toxigue pour
les coliformes. Avant d'utiliser une telle eau, sa toxicité devra
&tre testée avec une souche de £ cofi de coliection (6.9).

6.7 Détergent pour le lavage de verrerie et des appareils

Utiliser seulernent des détergents recommandés par les fournisseurs de materiel
bactériologique. Si un tel détergent n'est pas disponible, faire un essal avec un
détergent de ménage en utilisant E. coli comme bio-test (6.9).

Remargue: Ne jamais utiliser de solutions & base d'acide sulfochromique
pour e lavage de la verrerie,

6.8 Ethanol a 95%, a haut degré de pureté.

6.9 Suspension microbienne stock d’une souche de E. coli.

7. PRELEVEMENT

Une campagne de prélévements est detailiée dans la premiére partie de ces
lignes directrices.

7.1 Prélévement en surface

Attacher un flacon (bocal ou bouteille} de prélévement (B.2.1) propre et stérilise
a la barre de prélévement (5.2) (bras extenseur). Oter le bouchon sans toucher le cal
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du flacon avec les mains. Immerger le flacon & I'avant du bateau ou du cbté du vent
lorsque le bateau avance lentement. Pousser le flacon a l'aide du bras extenseur a 25
cm sous la surface de I'eau, le flacon étant renversé verticalement de maniere a éviter
les contaminations dues A la surface de I'eau. Retourner alors le bocal de prélevement
et recueillir Péchantilon d'eau (figure 1). Pour prélever, on peut aussi immerger le
flacon & la main .

Retirer le flacon et jeter un peu d'eau, si nécessaire, de maniere & ce qu'il reste
un peu d'air dans le fiacon fermé. Ce volume d'air est nécessaire pour pouvoir
homogénéiser 'eau prélevée lors de sa réception au laboratoire. Replacer le bouchon
et conserver les flacons dans une mallette isothermique propre (5.4} contenant des
sachets réfrigérants, & environ 4°C, en évitant une exposition & plus de 10°C. Les
flacons de prélévement seront séparés les uns des autres par du papier d'emballage
propre (5.23) de maniére & éviter la casse. Noter la température & l'aide d'un
thermométre (5.5) toutes les trois heures. Noter les anomalies dans le rapport
d'analyse. Etiqueter les flacons de prélévement en indiquant la station de prélévement,
la durée de prélévement et les autres paramétres relatifs a I'interprétation des résultats.

7.2 Prélévement sous la surface de I'eau (prélévement en profondeur)

Immerger la bouteille destinée au prélévement en profondeur (8.2.2) aprés I"avoir
attachée & une cordelette propre en nylon, en évitant que le fond leste de la bouteille
ne touche le sédiment du fond (figure 2). Envoyer le messager et au bout d'une minute
retirer |a bouteille et la placer dans la mallette isothermigue réfrigéree (5.4). Procéder
ensuite comme pour le prélévement en surface (7.1).

Remarque: On sait gue le taux de monalite des coliformes a température
ambiante et en présence de lumiére est trés é&leve. Par
conséquent, tous les efforts doivent é&tre faits pour ne pas
récolter plus d'échantillons d'eau gue 'on puisse fiitrer et pour
les metire en gulture le jour méme. 5Si cela n'est pas possible,
les échantillons d'eau devront étre stockés et analysés moins de
24 heures aprés le prélévement.

8. MODE OPERATOIRE ’UNE ANALYSE

8.1 Lavage de la verrerie et des appareils

Toute la verrerie et tous les appareils (5) seront lavés avec des détergents non
toxiques (8.7), d'abord rincés minutieusement 4 I'eau chaude du robinet, ensuite rincés
au moins trois fois & I'eau distillée (6.6).

B.2.1 Flacons d'échantillon pour la surface (5.1). Sécher et stériliser des
flacons de preélévement propres (8.1) au stérilisateur & vapeurs séches (5.10) pendant
trois heures a4 160°C. Avant la stérilisation, placer un morceau de papier filtre (5.26)
dans le col de la bouteille de maniére 3 ce que le bouchon ne se coince pas lors du
refroidissement. Aprés refroidissement et lorsque le stérilisateur a atteint la température
ambiante, &ter les morceaux de papier filire avec une pince stérile (8.2.6) et replacer le
bouchon sur le col du flacon de préiévement. Placer les flacons dans les malleties
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isotharmes nettoyées (5.4). Séparer les flacons les uns des autres avec du papier filtre
ou du papier d'embaltage propre (5.23) de maniére a éviter la casse.

Remarque: Si Pon soupgonne la présence de résidus chiorés dans 'eau
&chantillonnée, ajouter, aseptiquement, 0,1 mil d'une solution de
thiosulfate & 10 pour cent (6.5) par 100 mi d’eau &chantillonnée
dans les flacons de prélévement et ceci avant stérilisation. Cette
quantité est suffisante pour neutraliser environ 15 mg de chiore
résiduel par litre.

8.2.2 Prélavement au-dessous de fa surface (5.3). Nettoyer le flacon pour le
prélévement en profondeur (8.1) avec un détergent (6.7), rincer & I'eau du robinet puis
4 l'eau distillée (6.6). Envelopper chaque flacon dans du papier d'emballage épais
(5.23) ou dans du papier d'aluminium (5.24) et stériliser a autoclave (5.9) 15 minutes
a 121°C.

8.2.3 Boites de Petri (5.16) et pipettes (5.19). Laver les boites de Petri et les
pipettes, introduire un morceau de coton dans le col et les placer dans une boite en
acier inoxydable puis stériliser au stérilisateur a vapeurs séches (5.10) pendant trois
heures a 16Q°C.

Remargue: Des boites de Petri pré-stérilisées et jetables sont plus pratiques
A utiliser que des boites de Petri en verre réutilisables.

8.2.4 Réservoirs de filtration pour la rampe de filtration (5.6). Détacher (ou
dévisser) le réservoir de la rampe de filtration et I'envetopper soit dans du papier
d'embaltage épais (5.23) soit dans du papier d'aluminium {(5.24). Stériliser & Mautoclave
(5.9) pendant 15 minutes & 121°C ou a four chaud (5.10) pendant 3 heures & 160°C.

B.2.5 Membranes filtrantes (MF) (5.25). Oter le papier d’'emballage (s'il est
présent) et placer 10 4 20 membranes propres dans des boltes de Petri (5.16).
Autoclaver (5.9) 15 minutes & 121°C. A fa fin de la stérilisation, laisser rapidement
&chapper un jet de vapeur de maniére & réduire Vaccumulation de buée sur les
membranes de filtration.

Remarque: Des membranes fillrantes pré-stérilisées sont commercialisées.

8.2.6 Pinces (5.12). Stériliser les pinces en les trempant dans de I'alcool
éthylique (ethanol) & 95 pour cent (8.8) puis les flamber immédiatement.

8.3 Choix du volume de prélévernent 4 filtrer et choix des séries de dilution

Les membranes filtrantes devraient présenter idéalement entre 20 et 80 colonies
aprés leur incubation. Si des expériences antérieures pour déterminer le type de
dilution en eau de mer non polluée ne sont pas disponibles, filtrer les volumes suivants
pour I'eau de mer non diluée: 100 mi, 10 ml, 1 ml et 0,1 ml (figure 3). Pour les eaux
polluées, les dilution doivent &tre plus &levées,
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8.4  Préparation des séries de dilution

Avant de prendre des quantités aliquotes & partir de I'eau de prélévement ou a
partir des dilutions, il faut remuer vigoureusement le flacon et les tubes pour une bonne
représentativité de la prise d'essai.

Préparer les séries de dilution en prélevant 1 ml d'eau & analyser avec une
pipette stérilisée (8.2.3) (figure 3, dilution: D-0) aprés avoir vigoureusement agité
I'echantillon (7) et verser cetie quantité dans un tube de culture propre et stérilisé (6.4.2)
de maniére & obtenir 10 ml correspondant a la premiére dilution (D-1). Agiter le tube
a l'aide d'un agitateur électrique (5.15) ou en le tournant par rotation du poignet.
Poursuivre ia suite de |a série de dilutions en prélevant 1 ml de la premiére dilution (D-1)
et en plagant cette quantité dans 8 ml de tampon phosphate (6.4.2) et en agitant de
maniére & obtenir la deuxiéme dilution (D-2), etc.

B.5 Filtration

Commencer par filirer la dilution la plus élevée (¢'est-a-dire D-2), afin d'éviter des
contaminations. Utiliser un réservoir de filtration stérilisé (8.2.4) pour chague série de
dilutions. Placer une membrane filtrante, stérilisée (8.2.5) avec une pince stérilisée a
la flamme (B.2.8), sur le plateau poreux de la rampe de filiration (8.2.4). Déposer
soigneusement le réservoir sur le réceptacle (le visser éventuellement), Verser dans le
réservoir 20 ml environ de tampon phosphate stérile (6.4.1). A 'aide d'une pipette
stérile (8.2.3), verser 1 mil de fa dilution la plus élevée (ici D-2) dans la solution tampon
contenue dans e réservoir. Filtrer sous vide partiel par trompe & vide ou moteur
électrique. Rincer le réservoir deux ou trois fois avec la solution tampon (6.4.1) puis
fiitrer de nouveau. Débloquer (ou dévisser) le réservoir, retirer immeédiatement la
membrane filtrante avec les pinces stérilisées & la flamme (8.2.6) et placer cefte
membrane sur la gélose coulée dans la boite de Petri (8.1), ceci avec un mouvement
tournant de maniére & é&viter |la formation de bulles d’air entre la membrane et ia gélose.
Avant de filtrer la dilution suivante (D-1) par une opération semblable, filtrer 20 ml de
solution tampon (6.4.1) a travers l'unité de filtration.

8.6 incubation

Les boites de Petri contenant les membranes sur [a gélose (8.5) sont fermées
et incubées (5.7) immédiatement pendant 24 heures & 36 = 1°C. Pour étre s(r de la
stérilisation, incuber également un témoin {(sans membrane), ¢'est-a-dire une boite de
Petri ne contenant que l1a gélose (6.1).

8.7 Interprétation

Ne compter, ave¢ un microscope stéreoscopique ou un appareil similaire (5.8),
que les colonies qui se présentent sous forme de points roses a rouge foncé avec des
reflets metalliques (mordorés) et dont la taille varie d'une téte épingle & celle d'une
colonie bien formée. Sile nombre des colonies douteuses est plus grand que 10 pour
cent du total des colonies présentes sur la membrane tester les colonies douteuses soit
par le test de bouillon de MacConkey (8.9.1), soit par le test du bouillon au Vert Brillant
Bili& (8.9.2).
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Solution pritévement

tampon d'ean de oo
(tampon phosphate) merT
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' | /
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Figure 3. Schéma de la préparation d'une série de dilution
et mode opératoire de la filtration

8.8 Estimation de la précision

Noter la précision de la technique & diverses époques (au minimum une fois par
saison) en préparant troig séries indépendantes de dilutions (8.4) du méme échantillon,
c'est-d-dire en répétant les quatre étapes de dilutions successives décrites en 8.3 et 8.4
(figure 3). L'eau de mer utilisée devra étre récoltée lors d'un programme de routine de
surveillance dans une station cdtiére type de la région. Les séries de dilutions devront
&tre choisies de maniére a ce qu'une étape de dilution puisse montrer sur trois
membranes gde filiration des comptages compris entre 20 et 200 colonies, ce qui est
recommandé dans la section 9.1.

Filtrer chague dilution selon la maniére décrite en 8.5. Incuber selon 8.6. Noter
le dénombrement des colonies selon le procédé décrit dans les sections 9.1 et 9.2 en
tenant compte de la méthode d'interprétation de la section 8.7. Les résuitats devront
&tre enregistrés dans le rapport d'analyse (alinéa $ dans le tableau 2).
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Calculer la concentration totale de coliformes totaux de "échantilion d;origine
(prétévement non dilué) pour chacune des membranes, selon la section 9.3 et noter le
résuitat dans le rapport d'analyse (alinéa 10 dans le tableau 2).

Pour chague dilution dont chacune des trois membranes présente un
dénombrement compris entre 20 et 200 colonies de coliformes fécaux, calculer: ia
moyenne, la valeur maximale et la valeur minimale, la déviation standard et le coefficient
de variation. Noter ces résultats dans le rapport d'analyse (alinéa 11 dans le tableau
2).

Si un prélévement d'eau présente moins de 20 colonies par membrane de
filtration dans une dilution, préparer une culture bactérienne test trés diluée a partir
d’'une souche de collection et recommencer I'exercice de I'estimation de la précision.

Remarque: Le coefficient de variation (%) =  déviation standard x 100
moyenne

89 Tests confirmatifs

8.9.1 Test du bouillon de MacConkey: A laide d'une anse bactériologique
flambée (5.22), transférer une colonie suspecte de la membrane filtrante dans le tube
de culture contenant le bouiflon de MacConkey (6.2.1) et metire en culture 4 36 = 1°C
pendant 48 heures. Les coliformes dégageront du gaz qui sera piégé sous forme d'une
grosse bulle dans les tubes de Durham et lacide produit fera virer la couleur du
bouillon: initialement viclet brun, il deviendra jaunéatre et frouble.

8.9.2 Test du bouillon au Vert Brillant Bilié: A I'aide d'une anse bactériologique
flambée (5.22), transférer une colonie suspecte de la membrane filtrante dans le tube
de culture contenant le bouillon de Vert Brillant Bilié (6.3) et metire en culture 4 36 >
1°C pendant 48 heures. Les coliformes dégageront du gaz qui sera piégé dans les
tubes de Durham.

Remarque: Le test du bouillon de MacConkey ala méme valeur que le test
du bouillon du Vert Brillant Bilié. L'un ou "autre peut &tre utilisé
comme test confirmatif.

9. EXPRESSION DES RESULTATS

9.1 Compter le nombre de colonies de coliformes sur chague membrane apres
compléte incubation et aprés rectifications par les tests confirmatifs, si nécessaire. Ne
prendre en considération que les membranes présentant entre 20 et 200 colonies (total
des colonies incluant coliformes et non coliformes).

Indiquer les résultats obtenus pour chacun des filtres dans le rapport d’analyse
(tableau 1, alinéa 9).
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9.2  Exprimer les résultats en tant que coliformes pour 100 ml d'eau récoltée en
ytilisant la relation suivante:

Coliformes totaux/100 ml d'eau récoltée

Nombre corriagé de colonies de coliformes x 100
mi d'eau échantilionnée et filtrée

Indiquer dans le rapport d'analyse (tableau 1, alinéa 10) les résultats obtenus
séparément paur chaque dilution, Reporter aussi les résultats obtenus sur membrane
lorsqu'il y a moins de 20 colonies par membrane. S'il n'y a aucun coliforme dans 100
ml d’eau, donner comme réponse "< 1 coliforme pour 100 mi*.

9.3 Calculer le nombre de coliformes totaux pour 100 ml d'eau récoltée et le reporter
en tant que résultat final (tableau 1, alinda 11). §'ily a des membranes contenant entre
20 et 200 colonies caractéristiques dans deux dilutions successives, calculer la
moyenne sur ces deux dilutions et la noter sur le rapport final.

9.4  Relever dans le rapport d’'analyse (tableau 1, alinéa 12) les anomalies observées
lors des différentes phases de 'analyse (croissance confluents de colonies, variations
de température lors du stockage ou de lincubation, etc.).
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10. RAPPORT D’ANALYSE

Remplir le rapport d'analyse (tableaux 1 et 2) en donnant tous les details propres
4 chaque colonne.

Tableaw 1. Caoliformes totaux dans le prélévement d'eau de mer

1. Zone de prélévemant 2. Point de prélevemnent  numérd de coder
pays: (station) longitude:
ZONE latitude:
3. Date de préiévernent  heure: . jour: maois: année:

4. Prélevement et parametres divers

Profondeur du prélevement Flacon no:
Tempeérature au point de prélevement
Salinité au peint de prelevement Durée du stockage:

(se reporter & 1a rubrique 12 pour les autres facteurs pouvant influencer sur les resultats)

5. Date de la filtration heure: . jour /[
8. Début de l'incubation heure: . jour __ /_ /.
7. Fin de l'incubation heure: _ . jour: __ /. [/
B. Tests confirmatifs effectues MacConkey: Vert Brillant:
5. Nombre de colonies pour chague filtre 10. Nomiwre de coliformes totaux /100
ml d'eau prélevée
mi da léchantitlon  total des colones de Dilutions col./100 ml
Dilution  onginal fittré eoliformes totaux
D0 100
-0 10
Do 1
D-1 0.1 11. Résultat de F'analyse
b-2 0.01
b-3 0.001
D-4 0.0001 col, totaux /100 ml d'eau

12.  Anomalies observées durant les travaux:

13, Adresse compléte de I'nstitut charge 14, Nomis) & signature(s) de la {des) personne(s)
des travaux qui a(ont) effectus les travaux;

Date:
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Tableau 2. Rapport d'analyse sur la précision de I'estimation.

1. Zone deé récolte 2. Poirt de prélevement  numeéro de code
pays: (station) longitude:
zane: latituge;
3. Date de prélevernent  heurer . joun mais: année:

4. Prélevernant et autres paraméties

Profondeur du prélevement: Flacon ne:
Temperature au poirt de pralavement:
Sahnite au pont de prélevement; Durée du stockage

(se reponer a la rubngue 12 pour les autres facteurs peuvant influencer sur les résultats)

5. Date de fa fitration beure: . jowrs __//

8. Debut de Vincubation heure: . jours /[

7. Fin de lincubation beursr L jowr __ [/ /

8. Tests confirmatifs effectues MacConkey: Vert Brillant:

8. Nombre de colonies pour chague filtre 10, Nombre de califormes totaux /100

ml d'eau prélevée

ml d'échantilon  Normbre de colonies Dilutions col,/10C mi
Dilution  original fittre totaux dans trais
dilutions identiques
tere 2&me 3aéme
membrane

11, Reésultats de lanalyse (coliformes
totaux /100 ml &'eau récoltée)
Mmoyenne:
dénombrement:
géviation standard;
coefficient de vanation en %

12, Anomalies observées durant ies travaux:

13.  Adresse compléte de 'institut chargé 14, MNom(s) et signature(s) de la (des) personne(s)
des travaux qui a(ont) effectud les travaux:

Data:
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Coliformes totaux dans 'eau de mer par la méthode des twbes multiples I1-2-1

1. INTRODUCTION

La version originale de cette méthode recommandée a &t préparée par
IOrganisation Mondiale de la Santé dans le cadre du Programme a long terme de
surveillance continue et de recherche en matiére de pollution de la mer Méditerranée
(MED POL Phase 1), et publiée par le Programme des Nations Unies pour
I'Environnement comme Méthode de référence No 21 dans la série du Centre d'activite
du Programme pour les mers regionales du PNUE.

La méthode est basée essentiellement sur des technigues existantes et de&ja
consacrées, et tient aussi compte de I'expérience des microbiologistes d'un certain
nombre de pays méditerranéens. Dans la description, le style utilisé par I'Organisation
internationale de normalisation (1IS0) est suivi d'aussi prés que possible. Bien que la
méthode ait été congue a l'origine pour les conditions prédominant dans la région
méditerranéanne, elle convient aussi, dans une mesure variable, a8 d'autres régions
présentant des conditions écologiques semblabies.

La version actuelle de cette méthode incorpore des modifications apportées sur
la base des examens effectués durant des réunions d'experts organisées par 'OMS,
et aussi sur la base des cbservations faites par des laboratoires méditerranéens utilisant
fa méthode dans le cadre de leur programme national ou local de surveillance continue
ge la poliution marine.

2. PORTEE ET DOMAINE D’APPLICATION

La méthode décrite convient pour ta détermination des coliformes totaux (3)
dans les zones balnéaires des mers tempérées et tropicales. Elle a &té &tablie pour la
surveillance sanitaire des plages de baignade.

Cette méthode est basee sur le Test de Fermentation des Tubes Multiples (=
Nombre le Pius Probable: NFPF) gt peut étre utilisée en remplacement de la méthode
de Culture sur Membranes Filtrantes (MF). Le choix du test (MF ou NPP) dépend des
conditions locales et des préférences personnelles. En geénéral, la méthode MF est
moins fastidieuse et grace & la préconcentration des bactéries de I'échantilion, ¢'est
une méthode plus appropriée lorsgu'il faut caleuler un petit nombre de coliformes
totaux. Le test NPP devrait étre chotsi de préférence lorsque le prélévement d'eau de
mer est trés chargé en particules qui pourraient masaquer la lecture des membranes de
filttration aprés leur incubation.

Comme les coliformes totaux, en eau de mer 4 plus de +4°C, meurent dans les
heures qui suivent leur exposition & 1a lumiére du soleil, lewr présence dans 'eau de
mer indique une contamination récente par des déchets fécaux et par de la terre
entrainée par les émissaires en cas de fortes pluies, Leur taux de moralité (T-90)
dépend de la salinité, de la température, du rayonnement solaire, etc., et il faut en tenir
compte lors de l'interprétation des résultats.
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3. DEFINITION

Les coliformes totaux somt des bactéries Gram-négatives aérobies et anaérobies
facuitatives, en forme de batonnets ne sporulant pas et fermentant le lactose en
produisant du gaz en moins de 48 heures lors de leur croissance & 35°C.

4. PRINCIPES

Le dénombrement des coliformes totaux dans les prélévements d'eau de mer
est réalisé en testant de nombreuses portions d'échantillons dans un milieu a base de
lactose et en recherchant la production de gaz aprés 48 heures de culture 3 35°C. Les
résultats positifs dans le test presomptif sont confirmés dans un second milieu pour
vérifier la présence de coliformes.

Cing portions d'échantillon (du méme prélévement d'eau de mer} pour chaque
dilution (10 ml, 1 ml, 0,1 ml, etc.) sont inoculés dans des tubes multiples contenant du
bouillon lactosé (lest présomptif). Aprés 24 heures d'incubation, tous les bouillons de
culture lactosés sont examinés pour rechercher ta production de gaz. Ceux qui
indiquent visiblernent une production de gaz evidente sont confirmés en transféerant le
contenu d'une anse (ou une goutte par pipette Pasteur') prise & partir de chague tube
positif et inoculée & chague tube correspondant contenant soit du bouillon de
MacConkey, soit du bouillon au Vert Brillant. Ces tubes sont incubés a 35°C = 0,5°C.
Les tubes du test présomptif (bouillon lactosé) ne présentant pas de production de gaz
sont encore réincubés 24 heures, au bout desquelies on recherchera la production de
gaz. Tous les nouveaux tubes lactose positif sont confirmés, comme precédemment
decrit, et incubés a 35°C = 0,5°C. Apreés 48 heures d'incubation, les tubes lactose
néagatif somt notés puis jetés, Les tubes du test confirmatif (bouilion MacConkey ou Vert
Brillant) sont lus pour la recherche de production de gaz aprés 24 heures ef aprés 48
heures d'incubation.

Ces résuitats sont également notés et c'est la combinaison des reéactions
positives confirmées (developpemeant de gaz dans le bouillon Vert Brillant & 35°C ou
développement de gaz et virage par acidification du bouillon de MacConkey & 35°C)
dans les différentes dilutions de tubes multiples aprés 48 heures, qui est utilisée pour
e calcul du nombre le plus probable (NPP) de coliformes totaux dans Meau de mer
récoltée.

5. APPAREILS ET VERRERIE
5.1 Des flacons de prélévernent en verre borosilicaté ou en plastique autoclavable
avec bouchon a vis, 200-250 mi de voiume, d'ouverture assez large, sont utilisés

pour la récolte des échantilons d'eau de mer.

5.2  Une barre de prélévement (bras extenseur) en matiére non corrosive, avec une
pince pour tenir le flacon de préiévement (figure 1).

5.3 Flacon pour prélévement en profondeur, du type décrit dans la figure 2 ou de
type semblable, lesté et avec une cordelette en nylon.
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Mallette isothermique avec des sachets préréfrigérés (équipement de camping)
pour conserver les echantillons.

Thermometre gradué de 0°C & 50°C, de précision = 1°C pour vérifier la
température dans les mallettes isothermiques. Thermométre gradué de 0°C a
50°C, de précision = 0,5°C pour vérifier la température dans I'étuve.

Etuve avec bain-marie ou étuve & 35° = 0,5°C avec les porte-tubes nécessaires
pour Mincubation des tubes multiples (5.14).

Autociave, maximum 2 atmosphéres, électrique ou a gaz.

Four a vapeurs séches pour ia stérilisation des flacons de prélévement et des
pipettes & 160°C pendant 2 heures.

pH-métre, d’'une précision de = 0,1 unité pH.

Balance pour la préparation des milieux, d'une précision de = 1 mg.
Réfrigérateur avec une température de 'ordre de 2°C & 8°C pour le stockage
des échantillons d'eau de mer qui devront &tre analyses au plus tard 24 heures
aprés leur recolté.

Agitateur électrique pour mélanger les dilutions des échantillons (facultatif).

Flacons de type Enrlenmeyer, en verre borosilicaté, d'une capacité de 1 et 2
litres, pour la préparation des milieux.

Tubes de culture, de type bactériologique, en verre borosilicaté, d'une capacité
suffisante pour recevoir chacun 20 mi de milieu liquide.

Pelits tubes en verre borosiiicaté ("tubes de Durham") de 6 x 50 rmim, servant &
&tre mis en position renversée dans certains tubes de culture (5.14) afin de
rechercher la formation de gaz dans les tubes multiples.

Pipettes en verre {a &coulement total) d'un volume de 1, 9 et 10 ml avec des
boites en acier inoxydable pour leur rangement lors de la stérilisation.

Remarque: Les pipettes de 9 ml sont facultatives,
Béchers gradués, en verre borosilicaté, d'un volume de 100, 500 et 1000 ml
avec bec verseur, rouleau de papier aluminium ou papier d’emballage pour les

envelopper.

Anses de bactériologie, fit de calibre 22-24, en chrome ou nickel-chrome ou
platidicm-iridium, se terminant par une boucle de 3 mm.

Papier d'emballage épais ou rouleau de papier aluminium.

Porte-tubes, inoxydables, contenant 15 ou mieux 25 tubes.




|-2-4 Coliformes totaux dans Feau de mer par [a méthode des tubes multiples

6. MILIEUX DE CULTURE ET REACTIFS

Remarque: La composition des milieux est basée sur des solutions de 1
litre ou avec des unités de méme ordre. Avant la préparation
des milieux, il faut &tablir une liste des poids et des volumes
pour leg différents ingrédients nécessaires.

6.1 Préparation de la verrerie, des milieux et des réactifs

Toute |2 verrerie et tous les appareils (3) devraient &re lavés avec des detergents
non toxigues (6.9), rincés minutieusement & 'eau chaude du robinet, ensuite rincés au
moins trois fois & I'eau chaude du robinet, ensuite rincés au moins trois fois & I'eau
distillée (6.7).

6.2 Stérilisation de la verrerie et des appareils

6.2.1 Flacons d'échantilion pour la surface (5.1). Nettoyer tous les flacons de
prélévement comme décrit en (8.1) et les secher. Seuls les flacons plastiques de
prélévement peuvent étre stérilisés & l'autoclave (5.7) (121°C pendant 15 minutes).
Placer un morceau de papier filtre entre le flacon et son bouchon. S'assurer que les
bouchons & vis de flacons d’échantilion ne sont pas complétement vissés pour éviter
qu'ils ne se collent en fin d'autoclavage. Stériliser les flacons de prélévement en verre
de préférence au four & vapeurs séches pendant 2 heures a8 160°C. Avant la
stérilisation, placer un morceau de papier filtre dans le col de la bouteille de maniére
4 ce que le bouchon ne se coince pas lors de refroidissement de l'autoclave. Aprés
refroidissement et loraque le stérilisateur a atteint la température ambiante, &ter les
morceaux de papier filtre avec une pince stérile et replacer les bouchons sur le col des
flacons de prélevement. Ne pas laisser tomber le morceau de papier dans le flacon et
ne pas le toucher avec les doigts & cause d'une contamination possible du flacon.
Placer les flacons dans les mallettes isothermiques nettoyées au préalable avec un
détergent (5.4). Séparer les flacons les uns des autres avec du papier d'emballage
propre (5.19) de manigre & éviter la casse,

Remarque: Si on  soupgonne  des  résidus  chlorés  dans  leau
échantilionnée, ajouter 0,1 mi d'une solution 4 10 pour cent de
thiosulfate de sodium (6.8) par 100 ml d'eau échantillonnée
dans les flacons de prélévement et ceci avant la stérilisation.
Cette guantité est suffisante pour neutraliser environ 15 mg de
chlore résiduel par litre.

6.2.2 Flacons pour les prélevements au-dessous de la surface (5.3). Nettoyer
les flacons de prélévernent comme décrit en (6.1), rincer a Peau du robinet puis 4 'eau
distillée (6.7). Envelopper chaque flacon dans du papier d'emballage &pais (5.19) et
steriliser & 'autoclave (5.7) & 120°C pendant 20 minutes.
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1} Immerger le col du flacon
a 20-30 ¢ sous |a surface

7} Retoumer le flacon de 130°

Figure 1. Prélévement en surface au moyen d'un bras extenseur.
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Figure 2. Flacon pour préiévements stériles sous la surface.
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6.2.3 Pipettes (5.16). Laver les pipettes comme décrit en (6.1) et introduire un
morceau de coton dans le col de chaque pipette. Placer les pipettes dans une boite
en acier inoxydable puis stérifiser le tout au four & vapeurs séches (5.8) & 160°C
pendant 2 heures.

6.3 Bouillon lactosé
concentration

normale doubie
Extrait de boeuf 3049 8,09
Peptone 50¢9 10049
lLactose 504¢ 10,0 g
Eau distillée 1 litre 1 litre

Préparation: Dissoudre les ingrédients dans 'eau distifiée (6.7). Le pH du
bouillon & concentration normale devrait &tre entre 6.8 et 7,0 mais de préférence 6,9
aprés stérilisation (5.8), Le pH du bouillon & concentration double devrait étre de 6,7
= 0.1 ‘

Placer dans un porte-tubes (autoclavable et inoxydable) de 3 rangees de 5 tubes
{5.14) (si I'on soupgonne une forte poliution due aux coliformes fécaux, on placera plus
de 3 rangees). Dans chaque tube de culture, placer un petit tube de Durham en
position renversee (5.17), puis distribuer 10 ml de bouillon lactose dans chaque tube
de culture de maniére & ce que chaque tube de Durham soit recouvert. (Ces tubes de
Durham vont piéger une grosse bulle d'air qui disparaitra lors de lautoclavage). Aprés
stérilisation les tubes de Durham doivent &tre au moins partieliement recouverts par le
bouillon lactose. Dans la premiére rangée de 3 tubes, il faut verser du bouillon lactosé
doublement concentré (6.4). Dans la deuxiéme et troisiéme rangée (et les suivantes,
si nécessaire), on utilise du bouilion lactosé a concentration normale. Obturer les tubes
ainsi préparés avec un capuchon métallique ou en coton. Autoclaver (5.7) le bouillon
distribué dans les tubes 2 121°C de préférence pendant 12 minutes mais sans excéder
15 minutes. Contrdler le pH du bouillon qui devrait étre de 6,9 + 0,1 aprés la
stérilisation.  Tester un échantilion de bouillon stérilisé en utilisant une souche
bactérienne de collection (6.11). Sila couche de collection - lactose négative -aprés 24
heures d'incubation a 35°C fermente le tube de culture préparé, en produisant du gaz,
cela signifie que le milieu a été trop fortement chauffé dans I'autoclave et tout le iot de
tubes préparés devra étre jeté,

Remarque; Le bouillon doublement congentré m'est nécessaire que dans
la premiére rangée de tubes ou l'on a versé 10 mi de
Féchantillon d'eau de mer a tester. Sil'on teste un échantilton
d'eau supérieur § 10 ml, il faudra préparer un bouillon encore
plus concentré de maniére & ce que la concentration finale du
bouilion, ajouté & I'echantillon, soit de 1X (concentration
normaie).
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6.4 Bouilion de MacConkey

6.4.1 Composition du milieu

Taurocholate de sodium 5040
Lactose 100 g
NaCl 504
Peptone 200¢g
Eau distillée 1 litre

Préparation: Dissoudre |es ingrédients en remuant et ajusterlepHa7.1 = 0,1
4 l'aide de HCI dilué. Ajouter 2 mt de la solution de pourpre de bromo-crésol (6.4.2)
par litre de bouillon MacConkey prépare.

L'opération suivanie concernant la répartition dans les tubes de culture est la
mérme que celie décrite en 6.3 le bouillon de MacConkey remplagant le bouilion lactose.
pH final aprés stérilisation 7,2 = 0,2,

Bisposer 5 tubes propres dans chacune des trois rangées d'un porte-tubes.
Introduire dans chaque tube, d'une part un petit tube de Durham en position renversée
et d'autre part un volume de bouillon suffisant de maniére qu'en fin de stérilisation tes
petits tubes de Durham soient partiellement recouverts de bouillon, Fermer tous les
tubes avec un capuchon de métal ou un bouchon de coton. Autoclaver les tubes ainsi
préparés et contenant le bouilion & 121°C de prétférence pendant 12 minutes, sans
dépasser 15 minutes.

Aprés stérilisation, refroidir le bouilfon aussi vite gue possible. Le pH du bouillon
devra &tre de 7,2 = 0,2, aprés stérilisation. Faire un essai de culture avec un des tubes
contenant e bouillon stérilisé en I'inoculant avec une souche de collection (6.11). Si
une souche de collection, lactose négative, provoque la fermentation et I'apparition de
gaz en 24 heures & 35°%C, cela signifie que le bouillon a éte trop forternent chauffé lors
de la stérnilisation. Tous les tubes de bouillon stérilisés lors de cet autoclavage devront
gtre jetés.

6.4.2 Solution de bromo-crésol pourpre
Préparation: Dissoudre 1 g de bromo-crésol pourpre dans 99 mil d'éthanol

purifié a8 95% (6.10). Ajouter 2 mi de la solution de brome-crésol pourpre pour 1 litre
de bouillon de MacConkey avant 'autoclavage.

6.5 Bouillon au Verl Brillant bilié

Oxgal en poudre 200 g
Lactose 10,0 g
Peptane 10,0 g
Vert Brillant 0,0133 g

Eau distiliée 1 litre
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Préparation: Dissoudre les ingrédients et les distribuer dans les tubes selon te
processus décrit en (6.3), le bouillon au Vert Brillant Bilié remplagant le bouillon lactosé.
pH final aprés stérilisation 7,2 = 0,2. Refroidir rapidement les tubes autoclavés.

Disposer 5 tubes propres dans chacune des trois rangées d'un porte-tubes.
Introduire dans chague tube, d'une part un petit tube de Durham en position renversee
et d'autre part un volume de bouilion suffisant de maniére qu'en fin de stérilisation les
petits tubes de Durham soient partieliement recouverts de bouillon. Fermer tous les
tubes avec un capuchon de métal ou un bouchon de coton, Autoclaver les tubes ainsi
préparés et contenant le bouillon & 121°C de préference pendant 12 minutes, sans
dépasser 15 minutes. Aprés stérilisation, refroidir le bouifion aussi vite que possible,
Le pH du bouilion devra étre de 7.2 + 0,2 aprés sterilisation. Faire un essai de culture
avec un des tubes contenant le bouillon stérilisé en I'inoculant avec une souche de
collection (6.11). Si une souche de collection, lactose négative, provogue la
fermentation et I'apparition de gaz en 24 heures & 35°C, cela signifie que le bouillon a
été trop fortement chaufté fors de la stérilisation. Tous les tubes de bouillon stérilisés
lors de cet autoclavage devront étre jetes.

6.6 Solution tampon phosphatée

Préparation: pour préparer une solution-mére de tampon phosphate, dissoudre
34,0 g de potassium dihydrogéne monophosphate (KH,PO,) dans 300 mi d'eau
distilée. Ajusterie pH 47,2 = 0,5 avec une solution de scude (NaOH) 1N et compléter
avec de I'eau distillée pour obtenir un volurme final de 1 litre. La solution-mére est alors
préte.

Prélever 1,25 ml de cette solution-mére, ajouter 5,0 mt de solution de chiorure
de magnésium et compléter avec 1 litre d'eau distillée. (La solution de chlorure de
magnésium se prépare en versant 38,0 g de MgCl, anhydre dans 1 litre d'eau distillée).
La solution tampon phosphatée ainsi obtenue est répartie en flacons (99 mt = 2,0 ml)
ou en tubes (8 + 0,2 ml} et stérilisée pendant 15 minutes. Le pH final devrait étre 7.2
= 0,2. Si le MgCl, anhydre n'est pas disponibie, on peut utifiser du MgCI, hydrate
{MgCl, 8H,0) a raison de 81,8 g pour 1 litre d’eau distilice.

Remarque: Une solution tampon peptonée peut-étre  utilisée en
remplacement de la solution tampon phosphatée. Préparer
une solution-mere peptonée a 10 pour cent de peptone. Diluer
un volurne approprié de cette solution-mére peptonée de
maniére & obtenir une solution de concentration finale de
travail de 0,1%. Distribuer cette solution dans des flacons (99
*+ 2,0 ml) ou des tubes (9 = 0,2 mi) puis autoclaver pendant
15 minutes.

Remarque: MNe pas effectuer de suspension bactérienne dans de I'eau,
méme déminéralisée et stérile. A son contact et & température
armbiante, une mortalité ou une multiplication des bactéries
peut survenir aprés 30 minutes.
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6.7 Eau distillée

N'utiliser que de l'eau distilée produite par des appareils de distillation
entidrermnent en verre ou en quartz, ou bien de I'eau obtenue par osmose inverse (OR).
L'eau déminéralisée convient également, si elle est produite par des appareils ne
dégageant pas de substances toxigues.

Remargue: L'eau distillée du commerce est souvent produite par des
appareils en cuivre et en zing et elie est donc fortement toxique
pour les coliformes.

6.8 Solution de thiosulfate

Préparer une solution-mére & 10 pour cent de thiosuifate de sodium (Na,5,C5).
Pour un flacon de prélévement d'une capacité de 120 mi, ajouter 0,1 mi de la solution-
mére avant la stérilisation du flacon du préiévement.

6.9 Deétergents pour le lavage de la verrerie et des appareils

N'utiliser que des détergents recommandés par les fournisseurs professionnels
de matériel bactériclogique. Siun tel détergent mest pas disponible, effectuer un essai
avec un détergent de ménage en utilisant une souche de E. coli comme bio-test.

Remarque: Ne jamais utiliser une solution toxique a base d'acide
suffochromique pour le lavage de la verrerie (solution toxique
pour les bactéries).

6.10 Ethano! a 95% de grande pureté (non dénaturé)
6.11 Suspension microbienne stock de souches pour le controle de qualité

Souches de E. coli pour les contrdles positifs (fermentation du lactose) et
Proteus inirabilis ou une souche de Salmonelle pour les contrdles négatifs (non
ferrentation du factose).

7. PRELEVEMENT

Une campagne de prélévements est détaillée dans la premiere partie de ces
lignes directrices.

7.1 Prélévement d’eau en surface

Etiqueter le flacon d'échantifon sur le lieu de récolte en indiquant 1a station et
la date du prélévement ainsi que d'autres données propres & linterprétation des
résullats. Aftacher la bouteille de prélévement propre et stérilisée (6.2.1) au bras
extenseur d'echantillonnage (5.2). Juste avant d'immerger le flacon d'échantilionnage,
Oter ie morceau de papier bloquant le bouchon sans toucher le col interne du flacon
avec les mains et enlever le bouchan. Immerger le flacon de préidvement & ia proue
(ravant) du bateau ou du cOté sous le vent lorsque le bateau avance doucement.
Enfoncer le flacon & 'aide du bras extenseur a 25 cm sous la surface de Feau, puis le
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retourner de maniére a le remplir d’'eau de mer (figure 1). Le flacon stérilisé pour le
prélevement d'eau peut égalernent étre rempli directement a la main. Frendre le flacon,
le col tourné vers le haut, ouvrir directement le bouchon et I'enlever. Plonger le flacon
sous 'eau avec un mouvement tournant contre le courant.

Sortir le flacon de I'eau et rejeter un peu d'eau, si nécessaire, de maniere 4 ce
qu’il reste un peu d'air lors de la fermeture du flacon. Ce volume d'air est nécessaire
pour homogénéiser 'eau échantilionnée lors de sa réception au laboratoire. Replacer
le bouchon et conserver les échantillons dans une mallette isothermique et propre (3.4)
contenant des sachets pré-réfrigérés par des gels chimiques, & environ 4°C, en évitant
de I'exposer & une termpérature de plus de 10°C. Garder les flacons d'eaux recoitees
dans Pobscurité. Séparer les flacons les uns des autres avec du papier d'emballage
propre (5.19) pour éviter qu'ils s'entrechoquent et se cassent.

7.2 Preélévement sous ja surface

Ftiqueter le flacon d’échantilionnage sur le feu de récolte en indiguant la station
et la date du prélévement ainsi que d'autres données propres a linterprétation des
résultats. Immerger le flacon pour prélevernent en profondeur, attaché a sa cordelette
en nylon, propre; en faisant altention a ce gue le poids du flacon ne touche pas les
sédiments du fond (figure 2). Lacher e rmessager (fil de plomb coulissant sur la
cordelette de nylon et desting a briser le tube de verre, leguel aspirera alors 'eau des
profondeurs). Au bout d'une minute, tirer et ressortir le flacon et le conserver dans une
mallette isothermique (5.4). Effectuer ensuite les mémes opérations que pour les
prélévements en surface (7.1).

Remarque: On sait que le taux de moralité des coliformes totaux est trés
gleve lorsqu'ils sont exposés & la fois & la température
ambiante et & la lumiére. Par conséguent, i faudra s'efforcer
de ne pas effectuer plus de prélévements que 'on puisse
analyser et incuber le jour de I'échantillonnage. Si cela n'est
pas possible, les échantilons d'eau de mer devront étre
conservés & 40°C et analysés au plus tard 24 heures apres leur
récolte.

8. MODE OPERATOIRE
B.1 . Choix du volume de I'échantillon d'eau de mer et des séries de dilution

Choisir des séries de dilution pour chague prélévement d'eau de mer, de
maniére & s'assurer d'avoir des tubes positifs dans les rangs de dilutions les plus
elevées, Si des essais n'ont pas été effectués auparavant pour estimer les séries de
dilution nécessaires pour de I'eau de mer non polluée, transférer 10 ml de cette eau de
mer dans chacun des 5 tubes de la premiere rangée du centre. Puis transférer 1 ml
d'eau de mer dans la deuxiéme rangee de 5 tubes qui contiennent chacun 9 a 10 m|
de bouillon lactosé & concentration normale (ou de bouillon A-1). Enfin transférer 6,1 mi
d'eau de mer dans la troisieme rangée dont chague tube contient $ & 10 ml d’'un des
deux bouillons cités précédemment. Mise & part la premiére rangée, les autres ne
contiendront que du bouillon lactosé 4 concentration normale.
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Figure 3. Schéma pour la préparation des séries de dilutions.
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Dans le cas d'eau de mer polluée, la dilution devra s'étendre a 5 rangées de
tubes et non plus & 3 (la premiére rangée recevant 10 mi d’eau de mer avec du bouillon
doublement concentré). On peut également n'utiliser que du bouillon & concentration
normale mais toujours sur 5 rangées de 5 tubes dans lesquels on introduira des
dilutions de dix en dix adéquates (figure 3).

8.2 Culture en bouillon lactosé a 35 * 0,5°C pendant 48 heures (test
présomptif)

En utilisant des pipettes stériles (6.2.3) transférer 10 ml de I'echantillon d'eau de
mer {7) dans chacun des 5 tubes de culture contenant du bouilion lactosé & double
concentration (8.3). Puis transférer, a I'aide d'une pipefte stérile (6.2.3), 1 ml d'eau de
mer dans les 5 fubes de culture contenant le bouilion lactosé & concentration ordinaire
(6.3) (Les tubes avec le bouillon lactosé auront été autoclaves au préalable).

Pour préparer ies dilutions ultérieures, secouer le flacon de prélévement (pour
garantir une bonne représentativité de I'échantillonnage. A 'aide d'une pipette stérile
(6.2.3) transférer 1 ml de I'eau de mer {7) dans un tube a essai contenant @ mi de
tampon phosphate (6.6) c'est la premiére dilution décimale, soit (D-1). Agiter
vigoureusement & la main (par rotation du poignet) ou mieux, mais facultatif, a 'aide
d'un agitateur é&lectrique ou vibrateur (5.12). En utilisant une pipette stérile (6.23.),
transférer 1 ml de la dilution D-1 dans chacun des 5 tubes de culture gui contiennent
déja 10 mi de bouillon lactosé (6.3} & concentration normale.

Si cela est nécessaire, pour les dilutions ultérieures, transférer 1 ml de dilution
D-1 dans un tube & essai contenant 8 ml de tampon phosphate ou de tampon peptone
(6.6) de maniére & obtenir la dilution D-2. Puis 1 ml de la dilution D-2 dans 9 mi de
tampon (6.6) de maniére A obtenir la dilution D-3, et¢. Agiter chague dilution
successive avant d'y prélever un aliquot de t ml et de le transférer dans les tubes de
culture contenant le bouillon lactosé.

Incuber les séries de tubes de culture de bouillon lactosé dans une étuve (5.6)
4 35 = 0,5°C pendant 48 heures,

Aprés 24 heures, rechercher la formation de gaz. L'observation de la formation
de gaz dans les tubes de Durham peut étre facilitée en tapotant déficaternent la paroi
du tube de culture avec le doigt. L'aspect d’'une petite bulle d'air ne doit pas étre
confondu avec une réelle production de gaz. Sl y a du gaz di & la fermentation, le
bouillon deviendra trouble. Une ferrmentation intense pourra se traduire par la formation
continue de petites bulles de gaz dans le bouillon de culture & I'extérieur du petit tube
de Durham lorsque I'on agite doucement le tube de culture. Noter le nombre de tubes
montrant une réaction positive (formation de gaz apres 24 heures de culture) dans le
paragraphe 9 du tableau 3 (partie 1a) du Rapport d'Analyse (10).

Aprés 48 heures d'incubation, chercher de nouveau la formation de gaz dans
les tubes et noter les résultats dans le Tableau 3, paragraphe 9, colonne 1k du Rapport
d'Analyse (10).
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8.3 Culture en bouillon de MacConkey ou en bouilion Veri Brillant a 35°C
pendant 24 Heures (Test Confirmatif)

A partir d'un porte-tubes de 3 rangées de 5 tubes de bouillon lactosé (du test
présomptif): aprés 24 heures d'incubation & 35°C dans le bouillon lactose (8.2),
transférer A aide d'une anse stérilisée & la flamme (5.18), une boucle d'anse prélevee
dans chaque tube de lactose positif et l'inoculer aux tubes de MacConkey (6.4) ou de
Vert Britlant (6.5) qui se trouvent en position identique dans te deuxieme porte-tubes.

A partir d'un porie-tubes de 5 rangées de 5 tubes de bouillon lactosé (du test
présomptif): aprés 24 heures d'incubation a 35°C dans le bouillon lactose (8.2), choisir
ta dijution la plus élevée dans laguelie ses cing tubes soient tous positifs. (Aucun tube
ne devra exister dans les dilutions inférieures et dans les dilutions supérieures, tous les
tubes devront étre positifs). A l'aide d'une anse stérilisée & ta flamme (5.18), transférer
une boucle d'anse prélevée dans chaque tube de lactose positif et l'inoculer aux tubes
de MacConkey {6.4) ou de Vert Brillant (6.5) gui sont en position identique dang le
deuxid¢me porte-tubes.

Mettre a F'étuve (5.6) ces cultures de confirmation (MacConkey ou Vert Brillant)
4 35°C pendant 24 heures, Répéter cette procédure de confirmation avec tous les
autres tubes de culture de bouillon lactosé qui sont devenus positits dans l'intervalle 24-
48 heures.

Pendant le méme temps, noter le nombre de tubes montrant une réaction
positive dans le Tableau 3, paragraphe 9, colonne 2a du Rapport d'Analyse (10). Les
coliformes fermenteront |e lactose dans 'un ou ['autre des milieux du test confirmatif en
produisant du gaz qui sera pris au pieége dans les petits tubes de Durham. Sile
bouillon de MacConkey est utilisé, 'acide produit lors de la fermentation fera virer la
couleur d'origing du bouillon de violet & jaune.

Aprés 24 heures, noter le nombre de tubes montrant une réaction positive dans
le Tableau 3, paragraphe 2, colonne 2b du Rapport d'Analyse (10).

9. EXPRESSION DES RESULTATS

9.1  Calcul des coliformes totaux pour un préiévement de 100 mi d’eau de
mer

Le caloul de NPP (Nombre le Plus Probable de bactéries) s’effectue en se basant
sur les résultats du Rapport d’Analyse (10) et en utilisant les valeurs des NPP du
Tableau 2.

Si des volumes, d'un prélévement d’eau de mer, de 10 ml, 1 ml et 0,1 m!l ont été
utilisés pour le test des Tubes Multiples, i faut prendre ie nombre de tubes de bouilion
MacConkey, ou de bouillon au Vert Brillant (8.3) comptés positifs aprés 24-48 heures
d'étuve & 35°C. C'est-a-dire gu'il faut prendre la plus grande valeur lue dans la colonne
2a ou 2b, paragraphe 9 du tableau 3 du Rapport d'Analyse (10}, . Apres la
détermination de ce nombre de 3 chiffres il faut trouver e NPP correspondant et ceci
a parir du Tableau 2. Noter cette valeur dans te paragraphe 10 du tableau 3 du
Rapport d'Analyse (10).
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Lorsque plus de trois dilutions sont employées, seuls les résultats de trois
d'entre elies sont utilisés pour déterminer le NPP. Pour calculer ce NPP, on sélectionne
la dilution la plus &levée qui présente tous ses tubes positifs ainsi que les deux dilutions
suivantes qui auront guelques tubes négatifs,

Occasionnellement, des tubes positifs peuvent &tre observés dans les dilutions
plus élevées que celles choisies. Pour calculer le NPP, additionner ce résultat au
troisiérme chiffre. Ceci peut arriver dans moins de 1% des tests NPP. Si cela survient
plus souvent, cela indique une erreur au laboratoire lors du pipettage des dilutions
d'échantillon. Choisir parmi 2a ou 2b dans le tableau 3, paragraphe 9, la dilution |2 plus
élevée dans laquelle la rangée contient ses cing tubes positifs (pas de tubes négatifs
dans les dilutions plus basses). Puis choisir les deux dilutions immeédiatement
supérieures. Trouver le NPP {tableau 2) correspondant au nombre de tubes positifs
dans ces trois dilutions et ajuster la valeur finale en muttipliant par 1, 10, 100, 1000, etc.,
selon la dilution de départ aprés I'inoculation de I'échantillon de 10 ml d'eau de mer.

Le Tableau 1 lllustre un exemple de nombre de tubes positifs obtenus avec une
série de 5 dilutions consécutives : 5-5-3-2-1, Pour calculer le NPP | la dilution la plus
dlevée choisie serait celle utilisant 1 ml d'échantilion d’eau de mer. Le résultat & noter
serait de 5-3-3 au lieu de 5-3-2. La valeur du NPP correspondant & la combinaison 5-3-
3 serait de 170 coliformes totaux/100 mi (Tableau 2) et non de 140 coliformes
totaux,/100 mi correspondant & la combinaison 5-3-2. Le NPP ainsi obtenu doit étre
ajusté pour la dilution en multipliant par autant de fois 10 &tant donné gue les dilutions
choisies dans la premiére série étaient tenues pour inférieures & 10 ml. Par exempie,
la valeur du NPP pour un résultat de 5-3-3 est 170 si le volume de depart est de 10 mi
d'eau de mer, et les volumes suivants de 1 et 0,1 ml. Le NPP sera de 1700 si le
volume d'eau de mer de départ est de 1 mi &t les suivants de 0,1 et 0,01 ml. Le NPP
sera de 17000 si le volume d'eau de mer de départ est de 0,1 m! et les deux suivants
de 0,01 ml et de 0,001 ml. Dans ce dernier exempie, on aura travaillé sur des dilutions
de 1/10, 1/100 et de 1/1000 d'sau de mer,

Tableau 1. Exemple pour calculer fa densité des coliformes totaux
dans un échantillon d'eau analysé par la methode du NPP

Volumes réels d'eau de Nombre de tubes
mer analysée positifs
ml
10 5
1 5 (X)
0,1 3 X
0,01 2 (X)
0,001 1
X = choix des dilutions pour la détermination des NPP

facteur de dilution = 10

NPP (5-3-3) = 170 x 10 = 1700 coliformes totaux/100 mi d'eau de mer
intervalle de confiance & 95%:

inférieur (80 x 10) = 800 coliformes totaux/100 mi d'eau de mer
supérieur (410 x 10} = 4100 coliformes totaux/100 mi d'eau de mer
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9.2 Précision des résultats

Sélectionner 'imtervalle de confiance & 95% pour le NPP & partir du Tableau 2.
Noter cet intervalle dans le Tableau 3, paragraphe 10, du Rapport d'Analyse (10).
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Tableau 2.  Index des NPP et intervalles de confiance & 95% pour différentes
combinaisons de résultats positifs et négatifs lorsque I'on utilise 10 m),
1 ml et 0,1 mi d'eau de mer

Nombre de tubes positifs Intervalie de
parrmi tes 5 utilisés index du confiance
NPP pour . o
5det0Oml 5de1ml 5 de 0,1 ml 100 mi Jirmite limite
chacun chacun chacun inférieure | supérieure
0 Q 0 <2 - -
0 a 1 2 <1,0 10
0 1 0 2 <1,0 10
0 2 0 4 <1,0 13
1 0 0 2 <1,0 11
1 0 1 4 <10 15
1 1 0 4 <1,0 15
1 1 1 5] <1,0 18
1 2 0 & <1,0 18
2 0 0 4 <1,0 17
2 0 1 7 2 20
2 1 0 7 2 21
2 1 1 9 3 24
2 2 0 9 3 23
2 3 0 12 5 29
3 0 0 8 3 24
3 0 1 1 4 29
3 1 0 11 4 29
3 1 1 14 5] 35
3 2 0 14 & 35
3 2 1 17 7 40
3 3 0 17 5 46
4 0 0 13 5 38
4 0 1 17 7 45
4 1 0 17 7 46
4 1 1 21 g 55
4 1 2 26 12 63
4 2 Q 22 9 56
4 2 1 26 12 65
4 3 0 27 12 67
4 3 1 33 15 77
4 4 0 34 16 83
5 0 0 23 g 86
5 0 1 30 10 110
5 0 2 40 20 140
5 1 0 30 10 120
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Tableau 2: Suite

5 1 1 50 20 150
5 1 2 g0 30 180
5 2 0 50 20 170
5 2 1 70 30 210
5 2 2 80 40 250
5 3 0 80 30 230
5 3 1 110 40 300
5 3 2 140 67 360
5 3 3 170 88 410
= 4 0 130 50 390
5 4 1 170 70 480
5 4 2 220 100 580
5 4 3 280 120 880
5 4 4 350 160 820
5 5 0 240 100 940
5 5 1 300 100 1300
5 5 2 500 200 2000
2 = 3 200 300 2900
5 5 4 1600 800 5300
5 5 5 21600 - -
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10. RAPPORY D'ANALYSE

Remplir dans le rapport d'analyse (tableau 3) en donnant tous les détails propres
& chaqgue colonne.

Tableau 3.  Coliformes totaux dans le prélévement d'eau de mer

1. Zone de prélevemnent 2. Point de prélevement  nurmeéro de code:
pays: (station) longitude:
zone; latitude:
3. Date de prélevement  hewre: . jour: mois: année:

4. Prelevernent et parametres divers

Protondeur du prelevemer Fiacen ne!
Température au point de prélevarmen
Salinité auy point de préleverneant Duree du stockage:

{se reporter a la rubrique 11 pow les autres facteurs pouvant influertcer sur les résultats)

5. Date de linoculation hewe . jewur___ /[ /_
€. Débur de Vincubation heure: . jour __/__f
7. Fin de l'incubation heure: . jour. /[
B. Tests confirmatifs effectues MacConkey: Vert Brillant:
& Nombre de reactions positives & 35.0°C 10. Résuhat de |'analyse
Volume réel Lactose MacConkey/VB 10,1 Baouillon MacConkey:
en ml
introdut 2ah o zan a8h Colif. T./100 mi
(12) (16) (2a) (2t irtervalle de confiance a 95%
: Colif. T./100 mi
10 _ 10.2 Vert Brillant:
1 _ — Colif. T./100 mi
(i _ — intervalle de confiance a 95%
.01 _ : Colif. T./100 ml
0.001 e
0.0001 _ —
11. Anomalies observées durant ies travaux:
12.  Adresse compléte de 'Institut chargé 13, Nom(s) et signature(s) de 1a (des) persanne(s)

des travaux qui a(ont) effectué les rravaux;

Date:
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1. INTRODUCTION |

La version originale de cette méthode recommandée a &t¢ préparée par
POrganisation Mondiale de la Santé dans le cadre du Programme a long terme de
surveillance continue et de recherche en matiére de pollution de la mer Méditerranée
(MED POL Phase 1), et publiée par le Programme cdes Nations Unies pour
I'Environnement comme Méthode de réference No 3 dans 1a serie du Centre d'activité
du Programme pour les mers régionales du PNUE.

La méthode est basée essentiellerment sur des techniques existantes et déja
consacrées, et tient aussi compte de l'expérience des microbiologistes d'un certain
nombre de pays méditerranéens. Dans la description, le style utilisé par I'Organisation
internationale de normalisation (IS0O) est suivi d'aussi prés que possible. Bien que la
méthade ait &t& congue & Porigine pour les conditions prédominant dans la région
méditerranéenne, elle convient aussi, dans une mesure variable, & d'autres régions
présentant des conditions écologigues semblables.

La version actuelie de cette methode incorpore des modifications apportées sur
la base des examens effectués durant des réunions d'experts organisées par FOMS,
et aussi sur la base des observations faites par des laboratoires méditerranéens utilisant
la méthode dans le cadre de leur programme national ou local de surveillance continue
de la pollution marine,

2. PORTEE ET DOMAINE D’APPLICATION

La méthode décrite convient pour la numération des coliformes fécaux dans les
eaux cbligres de baignade des mers tempérées et tropicales. Elle a &té établie pour la
surveillance sanitaire des plages balnéaires.

Cette meéthode utilise un procédé de filtration sur membranes qui permet ta
concentration des bactéries avant leur culture. Elle peut étre utilisée en remplacement
de la Méthode Fermentative des Tubes Multiples (ou Nombre le Plus Probable: NPP)
(PNUE/OMS 1983). Bien que la Méthode de Culture par Filtration sur Membrane (FM)
soit preférable au NPP, le choix dépend des conditions locales et des préférences
personnelles. En régle generale, 1a méthode FM est moins fastidieuse et, grice 3 ta
préconcentration des bactéries, elle est mieux adaptée lorsque 'on doit calculer de
faibles concentrations bactériennes. |l faut choisir la méthode NPP lorsgue e
prélévement d'eau est trés chargé en particules qui pourraient fausser la lecture des
membrangs aprés incubation.

Les coliformes fécaux présentent une corrélation positive hautement spécifique
avec la contamination fécale engendrée par les animaux & sang chaud, et est donc un
bon indicateur de la qualité sanitaire des eaux cotidres. Puisgue les coliformes fécaux
meurent dans les heures qui suivent lorsqu'its sont exposés aux rayonnements solaires
a une température au-dessus de + 4°C en eau de mer, leur présence en mer n'indicue
gu'une contamination récente par des matiéres fécales. Leur taux de mortalité (T-90)
dépend de la salinité, de la température, du rayonnement solaire, etc., et il doit &tre pris
en considération lors de l'interprétation des resultats.
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3. DEFINITION

Les coliformes fécaux sont des bactéries Gram-négatives aérobies et anagrobies
facultatives, en forme de batonnets, ne sporulant pas et fermentant le lactose en
produisant du gaz lors en moins de 24 heures lors de leur croissance a 44,5°C. lis
produisent de I'indole en eau tryptonée sans tryptophane en culture & 44,5°C. D'aprés
ies conditions de culture décrites dans cette méthode de référence, les coliformes
fécaux se développent sous forme de colonies bleues.

4. PRINCIPES

A partir d'échantilions d'eau de mer pris en conditions stériles, une série de
ditutions est effectuée selon la quantité de coliformes fécaux estimée dans le
prélévermnent d'eau. Des quantités aliquotes de cette série de dilutions sont fittrées a
travers des membranes fitrantes de porosité 0,45u. Ces membranes de filtrations sont
déposées a la surface de la Gélose m-FC coulée en boltes de Petri et mises en culture
4 44,5 = 0,2°C pendant 24 heures. La fermentation du lactose provoguera chez les
colonies de coliformes fécaux I'apparition d'une couleur bleue caractéristique.

Le chlore résiduel, s'il est présent, peut étre neutralisé par ajout de thiosulfate
dans le flacon de prélévement avant ["autoclavage.

On peut rechercher dans les colonies suspectes et douteuses l'apparition
d'actde et de gaz en utilisant un test confirmatif. le test du Bouillon de MacConkey ou
bien le test du Bouillon au Vert Brillant. Dans les zones ou les usines rejettent des
polysaccharides (papeteries, usines de betteraves a sucre, etc.) des test confirmatifs par
fa recherche de I'indole peuvent &ire nécessaires.

5. APPAREILS ET VERRERIE
5.1 Flacons pour prélévement en surface, d'une capacité de 200 4 300 ml, en verre
borosilicate ayant un col d'ouverture assez large et un bouchon avec

membrane.

5.2 Une barre de préievernent (bras extenseur) en matidére plastique inoxydable
ayant une pince pour tenir le flacon de prélévement.

5.3 Flacon pour prélévement en profondeur, du type décrit dans la figure 2 ou de
type semblable, lesté et avec une cordelette en plastique. '

5.4 Malleties isothermigues avec des sachets réfrigérants (&quipement de camping)
pour conserver les échantilions,
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1] Iimmerger le ol du flacon
a20-30 cm soug la surface

2] Retoumer le flacoen de 1230°

CABLE

— TUBE EN VERRE
(SERA CASSE PAR LE MESSAGER)

TUYAUEN
CAQUTCHOQUC

~— ARMATURE METALLIQUE
—— FLACON STERILE

Sl FOND LESTE

Figure 2, Flacon pour prélévements stériles sous la surface.
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Thermométre gradué de 0 a 50°C ayant une precision de = 1°C, de préférence
incassable (plastique), & utiliser pour noter la température dans les mallettes
(5.4).

Appareil de filtration pour membranes filtrantes (MF) de 4,7 cm de diametre,
comprenant au moins trois unités de filtration pour la fittration simultanée, avec
réservoirs en verre borosilicaté ou autre matiére autoclavable non toxique,
compiété par une pompe électrique ou une trompe & eau pour le vide partiel.
Etuve humide a 44,5 = 0,2°C.

Microscope stéréoscopique, grossissement 10-50X; et/ou un compteur de
colonies sur fond noir,

Autoclave, maximum 2 atmosphéres, soit électrique, soit & gaz.

Stérilisateur a vapeurs séches & 160°C,

pH-métre, précision = 0,1 unité pH.

Pinces en acier inoxydable.

Balance de précision 8 = 1 mg.

Réfrigérateur 4 4 = 0,5°C.

Agitateur électrique pour mélanger les liquides dans les tubes de culture.
Boites de Petri en verre borosilicaté, diametre 5 cm, avec des boltes de
rangement en acier inoxydable pour la stérilisation ou bien des boites de Petri

en plagtique pré-stérilisées et 4 usage unique.

Flacons de type Ehrlenmeyer en verre borosilicaté pour la préparation des
mitieux, capacité 1 et 2 litres,

Tubes de culture de bactériclogie en verre borosilicaté.

Pipettes (& écoulement total) en verre borosilicaté d'un volume de 1, 9, 10 et
20 ml avec des boites de rangement en acier inoxydable pour {a stérilisation.

Remarque: Des pipettes de 9 ml sont utiles mais non essentielles.

Béchers gradués, en verre borosilicaté, d'une capacité de 100, 500 et 1000 m!,
ayant un bec verseur,

Petits tubes, 6 x 50 mm, en verre borosilicaté ("tubes de Durham") servant 4 &tre
mis en position renversée dans certains tubes de culture.

Anses de bactériologie a boucle, de calibre 22-24, en chrome, chromonickel ou
platine-irridium. Diamétre de la boucle: 3 mm.
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5.23 Papier épais d'emballage.
524 Papter d'aluminium {qualité ménage).

525 Membranes filtrantes (MP), porosité de 0,45y, diamétre de 4,7 ¢m, ou similaire,
s'adaptant & ta rampe de filtration {5.6).

Remarque: Les membranes filtrantes (MF) d'une porosité de 0,454 doivent
&tre garanties par le fabriquant comme étant dépourvues de
substances qui puissent inhiber la croissance et e
développement des bactéries. Les meilteuras filtrations sont
obtenues en utilisant des membranes & base d'esters mixtes de
celiulose.

5.26 Boltes métaliiques etanches appropriées a l'incubation des boites de Petri au
bain-marie {5.7).

5.27 Papier filtre.

5.726 Bain-marie 4 445 = 0,2°C.

6. MILIEUX DE CULTURE ET PRODUITS CHIMIQUES
Remarque: La composition des milieux est basée sur des solutions de 1 litre
ou avec des unités du méme ordre. Avant la préparation il faut

établir |a liste des poids et des volumes des différents ingrédients
nécessaires.

6.1 Gélose m-FC (m-FC Agar)

6.1.1 Composition du milieu

Tryptose 10,0 g
Protéose peptone no. 3 5040
Exirait de levures 30g
NaCl 5049
Lactose 1259
Sels biliaires no. 3 1,59
Bleu d'aniline 0,1¢
Agar 150 g
Eau distillée (8.7) 1,0 litre

Préparation: Dissoudre les ingrédients de cette gélose dans 1 litre d'eau distiliée
(6.7). Chauffer et faire bouillir jusqu'a ce gue les divers composants soient
compietement dissous. Ajouter 10 mi d’'une solution d’acide rosalique & 1 pour cent
£.1.2), laisser bouillir un peu plus d'une minute et ltaisser refroidir. La préparation
acheveée doit avolr un pH de 7.4 = 0,1, si nécessaire, ajuster le pH avec de 'HCI dilué
de grande pureté. Laisser refroidir jusqu’a 45°C et verser 4 3 5 ml chaque bolte de
Petri. Dés que la gélose s'est solidifiée dans les boites, retourner les boftes de Petri
et les stocker au réfrigérateur. Les boites préparées avec ce milieu peuvent étre
conservées 7 jours au réfrigérateur.
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Remarque: L'addition d'acide rosalique est facultative mais elle doit étre faite,
si nécessaire, de maniére & éviter la prolifération de coliformes
non fecaux.

Remarque: Ne pas autoclaver ce milieu.

Remarque: La surface de la gélose ne doit pas étre trop séche, car dans ce
cas, la membrane de filtration n'adhérerait pas 4 la surface de la
gélose et empécherait la diffusion des substances nutritives
nécessaires a la croissance des colonies,

6.1.2 Acide rosalique

Préparer une petite guantité de solution d'acide rosaligue en faisant une solution
a 1 pour cent d'acide rosalique dans du NaOH a 0,2 N,

Remarque: L'acide rosalique (initialernent sous forme de poudre) doit étre
mis en solution juste avant son addition & la gélose. La solution
d'acide rosaligue ne doit pas étre autoclavée.

6.2 Bouillon de MacConkey

6.2.1 Composition du milieu

Taurocholate de sodium 5049
Lactose 10,09
NaCl 5049
Peptone 20,0¢g
Eau distillée (6.7) 1,0 litre

Préparation: Dissoudre les ingrédients en remuant. Ajuster le pH a7,1 = 0,1
avec de I'HCI dilué, puis ajouter la solution de pourpre de bromocrésol (6.2.2). Dans
chaque tube de culture propre (5.18, 8.1}, introduire un petit tube de Durham en
position renversée (5.21) et une quantité de bouillon de MacConkey de maniére 4
recouvrir au moins pariellement le tube de Durham qui piege une grosse bulle d'air qui
disparaitra lors de 'autoclavage. Obturer les tubes de culture avec un bouchon de
coton. Autoclaver (5.8) les tubes de culture & 121°C pendant 15 minutes.

6.2.2 Solution de pourpre de bromocrésol

Préparation: Dissoudre 1 ¢ de pourpre de bromocrésol dans 99 ml d'une
solution d'éthanol a 95%.

6.3 Bouililon au Vert Brillant bilié

Oxgall en poudre 20049
Lactose 10,0 ¢
Peptone 10,0 ¢
Vert Briliant 13,3 mg

Eau distillée (6.7) 1,0 litre
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Préparation: Dissoudre les ingrédients en remuant. Dans chaque tube de
culture propre (5.18, 8.1) introduire un petit tube de Durham (5.21) en position
renversée et varser dans chaque tube de culture une quantité suffisante de bouillon au
Vert Brillant de maniére & recouvrir partiellement les tubes de Durham. Le tube de
Durham piégera une grosse bulle d’air qui disparaitra lors de la sterilisation. Obturer
les tubes de culture avec un bouchon de coton. Stériliser en autoctavant a2 121°C (5.9),
de préférence 12 minutes et pas plus de 15 minutes. Le pH final devra Strede 7.2 =
0,2. Avant utilisation de ce bouillon faire un essai en utilisant une souche de coliforme
de collection (8.10).

6.4 Solutions pour la recherche de l'indole

6.4.1 Eau tryptonée

Tryptone 10,0 g
NaCl 5040
Fau distillée (6.7) | 1,0 litre

Préparation: Digsoudre les ingrédients dans de I'eau distillée (6.7). Répartir 5
ml dans chaque tube de test (5.18) et autoclaver (5.9) 4 121°C pendant 15 minuies. Le
pH final devrait &tre de l'ordre de 7.0 4 7,4. Si nécessaire, réajuster le pH avec du
NaOH dilué avant fa stérilisation.

6.4.2 Réactif de Kovac pour la recherche de I'indole

Paradiméthyl-amino-benzaldéhyde 50g
Amyl alcool 75,0 mi
HCI 25,0 ml

Préparation: Dissoudre le benzaldéhyde dans 'amyl alcool et dans I'acide
chiorhydrique. Le réactif deviendra jaune.

6.5 Tampon phosphate (pH = 7.,2)

K,HPO, 3049
KH,PO, 1049
Eau distillée (8.7) 1,0 litre

6.5.1 Tampon phosphate pour filirations

Preparation: Dissoudre les composants et autoclaver (5.9) pendant 15 minutes
aiz1ec,

6.5.2 Tampon phosphate pour ditutions
Préparation: Dissoudre les composants et verser 9 ml de Ia solution obtenue

dans les tubes destings aux dilutions en séries (8.4) puis les autociaver (5.9) &4 121°C
pendant 15 minutes.
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6.6 Solution de thiosulfate

Préparation: Préparer une solution de thiosulfate de sodium a 10% avec de
reau distillée (6.7), (pour stériliser la solution préparée, |a filtrer & travers une membrane
filtrante stérile (8.2.4, 8.2.5)).

6.7 Eau distiliée

N’utiliser que de I'eau distiliée faite dans des appareils de distillation entiérement
en verre ou en quartz. L'eau déminéralisée convient également si elle est produite par
des appareils ne dégageant pas de substances toxiques.

Remarque: L'eau distillée du commerce est souvent produite dans des
appareils en cuivre et en zinc et est done fortement toxique pour
les coliformes. Avant d'utiliser une telle eau, sa toxicité devra étre
testée avec une souche de E. cofi de collection (8.10).

6.8 Détergent pour le lavage de verrerie et des appareils

Utiliser seulernent des détergents recommandés par les fournisseurs de matériel
bactériclogique. Si un tel détergent n'est pas disponible, faire un essai avec un
détergent de ménage en utilisant £, colfi comme bio-test {6.10).

Remarque: Ne jamais utiliser des solutions 4 base d'acide sulfochromigue
pour le lavage de la verrerie,

6.9 Ethano! a 95%, de haut degré de pureté.

6.10 Suspension microbienne stock d'une souche de E. coli.

7. PRELEVEMENT

Une carmnpagne de prélévements est détaillée dans la premiére partie de ces
lignes directrices.

7.1 Prélévement en surface

Attacher un flacon (bocal ou bouteille) de prélévement (8.2.1) propre et stérilisé
4 la barre de prélévement (5.2) {bras extenseur). Oter le bouchon sans toucher le col
du flacon avec les mains. immerger le flacon & 'avant du bateau ou du cbté du vent
lersque le bateau avance lentement. Pousser le flagon & l'aide du bras extenseur a
25 om sous la surface de l'eau, le flacon étant renversé verticalement de maniére &
éviter les contaminations dues 4 la surface de I'eau. Retourner alors le bocal de
prélévement et recueillir I'echantillon d'eau (figure 1), Pour prélever, on peut aussi
immerger le flacon & la main.

Retirer le flacon et jeter un peu d’eau, si nécessaire, de maniére ce qu'il reste
un peu d’air dans le flacon fermé. Ce volume d'air est nécessaire pour pouvoir
homogeneiser 'eau prelevée lors de sa reception au laboratoire. Replacer ie bouchon
et conserver les flacons dans une mallette isothermique propre (5.4) contenant des
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sachets réfrigérants, & environ 4°C, en évitant une exposition & plus de 10°C. Les
flacons de prélévemnent seront séparés les uns des autres par du papier d’emballage
propre (5.23) de maniére & éviter ia casse. Noter la temperature a Paide d'un
thermométre (5.5) toutes les trois heures, Noter les anomalies dans le rapport
g'analyse. Etiqueter tes flacons de prélévement en indiquant Ia station de préléverment,
1a durée de préiévement et les autres paramétres relatifs & 'interprétation des résuitats.

7.2  Prélévement sous la surface de I'eau (prélévement en profondeur)

immerger la bouteille destinée au prélévernent en profondeur (8.2.2) apres I'avoir
attachée & une cordelette propre en nylon, en évitant que le fond lesté de la bouteille
ne touche le sédiment du fond (figure 2}. Envoyer le messager et aprés une minute
retirer fa bouteille et 1a placer dans la mallette isothermique réfrigérée (5.4). Par suite,
procéder comme pour le prélévement de surface (7.1}

Remarque: On sait que le taux de moralite des coliformes a température
ambiarnte et en présence de lumiére est trés éleve. Par
conséguent, tous les efforts doivent &tre faits pour ne pas récolter
plus d'échantillons d'eau que l'on puisse filtrer ot mettre en
culture le jour méme. Sicela n'est pas possible, les échantillons
d'eau devront &tre stockés et analysés moins de 24 heures aprés
le préievernent.

8. MODE OPERATOIRE D'UNE ANALYSE
8.1 Lavage de |z verrerie et des appareils

Toute fa verrerie et tous les appareils (5) seront lavés avec des détergents non
toxiques (6.8), d'abord rincés minutieusement 4 'eau chaude du robinet, ensuite rincés
au moins trois fois a I'eau distillée (8.7).

82  Siérilisation de la verrerie et des appareiis

8.2.1 Flacons d'échantillon pour la surface (5.1). Sécher et stériliser des
flacons de prélévement propres (8.1) au stérilisateur a vapeurs seches (5.10) pendant
trois heures & 160°C. Avant la stérilisation, placer un morceau de papier filttre (5.27)
dans le col de 1a bouteille de maniére & ce que le bouchon ne se caince pas lors du
refroidisserment. Aprés refroidissernent et lorsque le stérifisateur a atteint 1a température
ambiante, dter les morceaux de papier filtre avec une pince stérile (8.2.6) et replacer le
bouchon sur le col du flacon de prélévement. Placer les flacons les uns des autres
avec du papier filtre ou du papier d'emballage propre {5.23) de maniére & éviter la
casse,

Remarque: Si I'on soupgonne la présence de résidus chlorés dans l'eau
géchantillonnée, ajouter, aseptiquement, 0,1 mi d'une solution de
thiosuifate & 10 pour cent (6.6) par 100 m! d'eau échantillonnée
dans les flacons de prélévement et ceci avant stérilisation. Cette
quantité est suffisante pour neutraliser environ 15 mg de chlore
résiduel par litre,
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8.2.2 Prélevement au-dessous de la surface (5.3). Nettoyer le flacon pour le
prélévement en profondeur (8.1) avec un détergent, rincer & 'eau du robinet puis al'eau
distilée (6.7). Envelopper chaque flacon dans du papier d'emballage épais (5.23} ou
dans du papier d’aluminium (5.24) et stériliser a autoclave (5.9) 15 minutes & 121°C,

8.2.3 Boites de Petri (5.16) et pipeties (5.19). Laver les boites de Petri et
les pipettes, introduire un morceau de ¢oton au col et les placer dans une bolte en
acier inoxydable puis stériliser au stérilisateur & vapeurs séches (5.10) pendant trois

heures a 160°C.

Remarque: Des boites de Petri pré-stérilisées et jetables sont plus pratiques
a utiliser que des boites de Petri ré-utilisables en verre,

B.2.4 Réservoirs de filtration pour la rampe de filtration (5.6). Détacher (ou
dévisser) le réservoir de la rampe de filtration et I'envelopper soit dans du papier
d'emballage épais (5.23) soit dans du papier d'aluminium (5.24). Stériliser a I'autoclave
(5.9) pendant 15 minutes a 121°C ou au four ¢chaud (5.10) pendant 3 heures a 160°C.

8.2.5 Membranes filtrantes (MF) (5.25). Oter le papier d'emballage (¢'il est
présent) et-placer 10 & 20 membranes propres dans des boites de Petri {5.18).
Autoclaver (5.8) 15 minutes 4 121°C. A la fin de la stérilisation, laisser g'échapper
rapidement un jet de vapeur de maniére a réduire I'accumulation de buée sur les
membranes de filtration.

Remarque: Des membranes filtrantes pré-stérilisées sont commercialisées.

8.2.6 Pinces (5.12). Stériliser les pinces en les trempant dans de l'alcool
éthylique (&thanol} & 95 pour cent (6.9) puis les flamber sans attendre.

8.3 Choix du volume de prélévement a filtrer et choix des séries de dilution

Les membranes filtrantes devraient présenter idéalernent entre 20 et 80 colonies
aprés leur incubation. Si des expériences antérieures pour déterminer le type de
dilution en eau de mer non polluée ne sont pas disponibles, filtrer les volumes suivants
pour I'eau de mer non diluée: 100 ml, 10 mil, 1 m! et 0,1 ml {figure 3). Pour lgs eaux
polluées, les dilutions doivent &tre plus élevées.

8.4 Préparation des séries de dilution

~ Avant de prendre des quantités aliquotes & partir de I'eau de prélévement ou a
partir des dilutions, il faut agiter vigoureusement le flacon et les tubes pour une bonne
representativité de la prise d'essai.

Préparer les séries de dilution en prélevant 1 ml d'eau a analyser avec une
pipette stérilisée (8.2.3) (figure 3, dilution: D-0) aprés avoir vigoureusement agité
Véchantillon (7) et verser ce 1 ml dans un tube de culture propre et stérilisé (6.5.2) de
maniere a obtenir 10 mi correspondant & la premiére dilution (D-1). Agiter le tube A
laide d'un agitateur &lectrique (5.15) ou en le tournant par rotation du poignet.
Poursuivre la suite de la série de dilutions en prélevant 1 ml de la premiére dilution {D-1)
et en plagant ce ml dans 9 ml de tampon phosphate (6.5.2) et en agitant de maniére
& obtenir la deuxieéme dilution (D-2), ete.
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Solutien prélévement
tampon d'ean de 0-0
(tampon phosphate) mer
.-.._._______,_ 1m
20 mi pour
chague tube &1
D mil 10mi 100 ml
1 mi

i I i |
ml d'eau . 0.01m  OG.aml 1 mi 10 mi 100 mt
achantillonnés

Figure 3. Schéma de la préparation d'une série de dilution
et mode opératoire de la filtration

8.5  Filtration

Commencer par fiitrer 13 dilution la plus élevée (c'est-3-dire D-2), afin d'éviter des
contaminations. Utiliser un réservoir de filtration stérilisé (8.2.4) pour chaque série de
ditutions, Placetr une membrane filtrante, stérilisée (8.2.3) avec une pince stérilisée 2
la flamme (8.2.6), sur ie plateau poreux de la rampe de filtration {(8.2.4). Déposer
soigneusement ie réservoir sur le réceptacle (le visser éventuellement). Verser dans
le réservoir 20 ml environ de tampon phosphate stérile (6.5.1). A 'aide d'une pipette
stérile (8.2.3), verser 1 ml de la diiution la plus élevée (ici D-2) dans la solution tampon
contenue dans le réservoir. Fillrer sous vide partiel par trompe & vide ou moteur
Electrique. Rincer ie réservoir deux ou trois fois avec la solution tampon (6.5.1) puis
filtrer dde nouveau. Débloquer (ou dévisser) le réservoir, retirer immédiatement la
membrane filtrante avec les pinces stérilisées A la flamme (8.2.6) et placer cette
membrane sur la gélose coulée dans la boite de Petri (8.1.1), ceci avec un mouvement
tournant de maniére & éviter |a formation de bulles d'air entre la membrane et la gélose.
Avant de filtrer la dilution suivante (B-1) par une opération semblable, filtrer 20 ml de
solution tampon (6.5.1) & travers 'unité de filtration.
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8.6 Incubation

Les boites de Petri contenant les membranes filtrantes sur la gélose (8.5) sont
fermées et placées horizontalement & Vintérieur de boites métalliques propres. Les
boites de métal sont alors placées au bain-marie (5.7) et incub&es imméediatement a
44 5 = 0,2°C pendant 24 heures. Effectuer un test de stérilité en incubant ¢galement
un temoin (sans membrane de filtration); c'est-a-dire une boite de Petri ne contenant
que la gélose (6.1).

Remarque: Les boites métaliques doivent étre suffisamment lestées pour les
empécher de flotter. -

8.7 Interprétation

Ne compter, avec un microscope stéréoscopigue ou un appareil simitaire (5.8),
que les colonies qui se présentent sous forme de points bleus. Si le nombre des
colonies douteuses est plus grand que 10 pour cent du total des colonies présentes sur
ta membrane, tester les colonies douteuses soit par le test de bouillon de MacConkey
{8.9.1), soit par le test du bouillon au Vert Brillant Bifié {(8.9.2).

Dans les zones ou les usines déversent des polysaccharides (usines de pite &
papier, usings de traiterment de la befterave 3 sucre, etc.) il est nécessaire d'effectuer
des tests confirmatifs en recherchant la production d'indole (8.9.3).

Remargue: Les colonies formées par les coliformes fécaux sont bleues. Les
colonies de coliformes non fécaux sont grises ou de couleur
créme. Les couleurs sur la membrane de filtration peuvent varier
du jaune creme au bleu pale selon la fraicheur de ['acide
rosalique. Normalement, trés peu de colonies de coliformes non
fécaux se développeront sur la gélose m-FC et ceci a cause de
Maction sélective de la température élevée d'une part, et d’autre
part & cause des sels sélectifs de 'acide rosalique.

8.8 Eslimation de la précision

Noter la précision de la technigue & diverses épogues (au minimum une fois par
saison) en préparant trois séries indépendantes de dilutions (8.4) du méme échantillon,
c'est--cire en répétant les quatre étapes de dilutions successives décrites en 8.3 et 8.4
(figure 3). L'eau de mer utilisée devra étre récoltée lors d'un programme de routine de
surveillance dans une station cotiére type de la région. Les séries de dilutions devront
8tre choisies de maniére & ce gu'une étape de dilution puisse montrer sur trois
membranes de filtration des comptages compris entre 20 et 200 colonies, ce qui est
recommandé dans la section 9.1,

Fiitrer chaque dilution selon la rmaniére décrite en 8.5. Incuber selon 8.6. Noter
le dénombrement des colonies selon le procédé décrit dans les sections 8.1 et 8.2 en
tenant compte de la méthode d'interprétation de la section 8.7. Les résultats devront
étre enregistrés dans le rapport d'analyse (alinéa 9 dans le tableau 2).
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Calculer la concentration totale de coliformes totaux de 'échantilion d'origine
(prélévement non dilué) pour chacune des membranes, selon le paragraphe 9.3 et noter
le résultat dans le rapport d'analyse (alinéa 10 dans le tableau 2).

Pour chague dilution dont chacune des trois membranes présente un
dénombrement compris entre 20 et 200 colonies de coliformes fécaux, calguler: 1a
moyenne, 1a valeur maximale et la valeur minimale, la déviation standard et le coefficient
de variation. Noter ces résultats dans le rapport d'analyse (alingéa 11 dans le tableau
2).

Si un prélévement d'eau présente moins de 20 colonies par membrane de
filtration dans une dilution, préparer une culture bactérienne test trés diluge a partir
gd'une souche de collection et recommencer 'exercice de I'estimation de 1a precision.

Remarque: Le coefficient de variation (%) =  déviation standard x 100
moyanne

8.9 Tests confirmatifs

8.9.1 Test du bouilion de MacConkey: A l'aide d'une anse bactériclogique
flambée (5.22), transférer une colonie suspecte de la membrane filtrante au tube de
culture contenant le bouillon de MacConkey (6.2.1) et mettre en culture a 44,5 + 0,2°C
pendant 48 heures. Les coliformes dégageront du gaz qui sera piégé sous forme d'une
grosse bulle dans les flacons de Durham et 'acide produit fera virer la couleur du
bouillon: initialement viclet brun, il deviendra jaunatre et trouble.

B8.9.2 Test du bouillon au Vert Brillant Bilié: A Tlaide d'une anse
bactériologique flambée (5.22), transférer une colonie suspecte de ia membrane filtrante
au tube de culture contenant le bouillon de Vert Brillamt Bilié (8.3) et mettre en culture
4 44,5 = 0,2°C pendant 48 heures. Les coliformes dégageront du gaz qui sera piégé
dans les tubes de Durham.

Remarque: Le test du bouillon de MacConkey a la méme valeur que le test du
bouillon du Vert Brillant Bilie. L'un ou l'autre peut étre utilisé
comme test confirmatif.

8.9.3 Test de la recherche de l'indole. A l'aide d'une anse flambée de
bactériologie (5.22), transférer une colonie suspecte dans un tube contenant de I'eau
tryptonee (6.4.1) et incuber a 445 = 0.2°C au bain-marie (5.28) pendant 24 heures.
Puis ajouter 0,2 4 0,3 mi de réactif de Kovac (6.4.2) pour rechercher l'indole et agiter.
Laisser le tube reposer en position verticale pendant 10 minutes et noter le résultat,

Le test de I'indole est positif lorsqu'apparait un anneau rouge fonce 2 ia surface
de 'amyl alcool; dans e cas contraire, le test est négatif. Une couleur orangée indigque
probablement la présence de scatole et peut &tre considérée comme une réaction
positive.
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9. EXPRESSION DES RESULTATS

9.1 Compter le nombre de colonies de coliformes sur chague membrane apres
compiéte incubation et aprés rectifications par les tests complémentaires, si nécessaire,
Ne prendre en considération que les membranes présentant entre 20 et 200 colonies
(total des colonies incluant coliformes et non coliformes).

Indiquier les résultats obtenus pour chacun des filtres dans ie rapport d'analyse
(tableau 1, alinéa 9).

9.2  Exprimer les résultats en tant gque coliformes fécaux pour 100 ml d'eau récoltée
en utilisant la relation suivante:

Coliformes fécaux/100 mt d'eau recoltée :

Nombre corrigé de colonies fécaux de coliformes x 100
ml d'eau échantillonnée et filtrée

Indiquer dans le rapport d'analyse (tableau 1, alinéa 10) les résultats obtenus
séparément pour chaque dilution. Reporter aussi les résultats obtenus sur membrane
lorsqu’il y a moins de 20 colonies par membrane. 5'il n'y a aucun coliforme dans 100
ml! d'eau, donner comme réponse "< 1 coliforme pour 100 ml". -

9.3 Calculer le nombre de coliformes fécaux pour 100 mi d'eau récoltée et le
reporter en tant que résultat final (tableau 1, alinéa 11). &'l y a des membranes
contenant entre 20 et 200 colonies caractéristiques dans deux dilutions successives,
calculer la moyenne sur ces deux dilutions et notez-la sur le rapport final.

9.4  Relever dans le rapport d'analyse (tableau 1, alinéa 12} les anomalies observées
lors des différentes phases de 'analyse (croissance confluente de colonies, variations
de température lors du stockage ou de l'incubation, etc.).
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10. RAPPORT D'ANALYSE

Remplir le rapport d’analyse (tableaux 1 et 2) en donnant tous les détails propres
a chague colonne.

Tableau 1. Coliformes fécaux dans le prélevement d'eau de mer

1. Zone de préiévement 2. Point de prélevement numére de code:
pays: (station} longitude:
zone: latitude:
3, Date de préievernent  heure: . Jorar: moig; annge;

4, Prélevement et parametres divers

Profondeur du prelevemeant Flacon no;
Température au point de prélavemennt
Salimité au point de prélevement Durée du stockage:

(se reporter a |a rubrique 12 pour les autres facteurs pouvan! influencer sur les résultats)

5. Date de ia filtration heure: . jour [/
6. Début de lincubation heure:_ . jour:  / .
7. Fin de lncubation heure: . jour: /[
8. Tests confirmatifs effectués MacConkey: Vert Brillant; Indale;
9. Nombre de colonies pour chague filtre 10, Nombre de coliformes fecaux /100
ml d'eau prélevée
ml de I'échantillon  total des colonies de Ditutions col./100 mi
Dilution  eriginal filtre coliformes fécaux
D0 100
D-0 10
D-0 i
D-1 0.1 11, Résuitat de I'analyse
D-2 0.01
D-3 0.001
D-4 0.0001 col. fecaux/100 ml d'eau

12.  Anomalies observeées durant les travaux:

13.  Adresse complete de I'Institut charge 14, Nom{s) et signature(s) de |a (des) personne(s)
des travaux qui a{ont) effectué les travaux;

Date:




[1-3-16 Coliformes fécaux dans leau de mer par la méthode de culture MF

Tableau 2. Rapport d'analyse sur ta précision de I'estimation.

1. Zone de récolte 2. Point de prélevernert numéro de code
pays: (station) longitude:
zone: Iatitude:

. Date de prélevernent  heure:

. Prélevament et autres parametres
Profondeur du prélevernent: Flacon no.
Température au point de prélevement:
Salinité au point de prélavermeant; Durée du stockage

(se reponter & [a rubrigue 12 pour les autres facteurs pouvant influencer sur les résultats)

. Date de la filtration heure: . jour:
. Début de lincubation heure: . jour:

. Fin de lincubation heure: . jour. _ /_
. Tests confirmatifs effectués MacCaonkey: Ver Brilant:

S
—

/
/
/

. Nombre de colonies pour chague fittre 10. Nombre de coliformes fécaux /100
ml Jd'eau prétevee

mi d'échantilion  Nombre de colonies Dilutions col. /100 mi
Dilution  original filtre fécaux dans trois
dilutions identiques
1éra 2eme 3emae
membrane

11. Résultats de I'analyse {coliformes
fhcaux /100 ml d'eau récoltée)
maoyenne:
deéenombrament;
deviation standard:
coefficient de variation en %

12,  Anomalies observées durant ies travaux:

13, Adresse cormplete de 'lnstitut charge 14, Noms) et signature(s) de ta {des) personne(s)
des travaux qui a{ont) effectué les ravaux;




e A AT T TR Y

Coliformes fécaux dans leau de mer par la méthode de culture MF -3-17

11. REFERENCES

APHA (1981) Standard methods for the examination of water and waste water.
American Public Health Association, Washington D.C. (15th edition).

OMS/PNUE (1983) Les méthodes de survelllance de poliuants sélectionnes dans les
effluents d’égouts et ies eaux cotidres & usage récréatil: Rapport sur une réunion
mixte OMS/PNUE. Rome 24-26 Novembre 1982. Document ICP/RCE 211(2),
OMS Bureau Régional de I'Europe, Copenhague.

PNUE/OMS (1985) Détermination des coliformes fécaux dans l'eau de mer par la
méthode des tubes multiples (NPP), Méthodes de Réference pour les Etudes
de Pollution Marine, No. 22, PNUE, Genéve.

PNUE/OMS (1988) Manuei d'instruction pour la surveillance continue de la qualite des
eaux de baignade et des eaux de conchyculture. Methodes de Reférence pour
les Studes de Poliution Marine No. 1, UNEP, Genéve.







DETERMINATION DES COLIFORMES FECAUX DANS L'EAU DE MER
PAR LA METHODE DES TUBES MULTIPLES
(NPP = Nombre Le Plus Probabie)

SOMMAIRE

Page

Introduction

Portée et domaine d'application

Appareils et verrerie

Milieux de culture et réactifs
Prélévements

Mode opératoire
Expression des résultats
Rapport d'analyse

Références

10
11
13
19

20







Coliformes fécaux dans feau de mer par la méthode des tubes multiples [l-4-1

1. INTRODUCTION

La version originale de cette méthode recommandée a été preparée par
I'Organisation Mondiale de la Santé dans e cadre du Programme a long lerme de
surveillance continue et de recherche en matiére de poliution de la mer Mediterranée
(MED PQOL Phase 1l), et publiée par le Programme des Nations Unies pour
I'Environnement comme Méthode de référence No 22 dans la série du Centre d'activite
du Programme pour les mers régionales du PNUE.

La méthode est basée essentiellement sur des techniques existantes et déja
consacrées, et tient aussi compte de Fexpérience des microbiologistes d'un certain
nombre de pays méditerranéens. Dans |a description, le style utilisé par I'Organisation
internationale de normalisation (ISQ) est suivi d'aussi prés que possible. Bien que la
méthode ait &t& congue & I'origine pour les conditions prédominant dans la région
méditerranéenne, elle convient aussi, dans une mesure variable, & J'autres régions
présentant des conditions écologiques semblables.

La version actuelle de cette méthode incorpore des modifications apportées sur
la base des examens effectués durant des réunions d'experts organisées par I'OMS,
g4 aussi sur la base des observations faites par des laboratoires méditerranéens utilisant
la méthode dans le cadre de leur programme national ou local de surveillance continue
de la poliution marine.

2. PORTEE ET DOMAINE D'APPLICATION

La méthode décrite convient pour la determination des coliformes fecaux (3)
dans les zones balnéaires des mers tempérées et tropicales. Elle a &t& &tabiie pour la
surveillance sanitaire des plages de baignade.

Cette méthode est basée sur le Test de Fermentation des Tubes Multiples (=
Nombre le Plus Probable: NPP) et peut étre utilisée en remplacement de la méthode
de Culture sur Membranes Filtrantes (MF) (PNUE/OMS 1983). Le choix du test (MF cu
NPP) dépend des conditions locales et des préférences personnglies. En général, la
méthode MF est moins fastidieuse et grace 4 la préconcentration des bactéries de
I'échantillon, ¢’est une méthode plus appropriée lorsque 'on doit calculer un faible
nombre de coliformes totaux, Le test NPP devrait &tre choisi de préférence lorsque le
prélévernent d'eau de mer est trés chargé en paricules qui pourraient masquer la
lecture des membranes de filtration aprés leur incubation.

Les coliformes fécaux sont des indicateurs spécifiques présentant une corrélation
hautement positive avec la contamination fécale due aux animaux 4 sang chaud et sont
donc de bons indicateurs pour la qualité sanitaire des eaux citigres. Comme les
coliformes fécaux, en eau de mer & plus de 4°C, meurent dans les heures qui suivent
leur exposition & la lumiére du soleil, leur présence dans 'eau de mer indique une
contamination récente par des déchets fécaux. Leur taux de mortalité (T-90) dépend
de la salinité, de ta température, du rayonnement solaire, etc., et doit &re pris en
complte lors de linterprétation des résultats.
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3. DEFINITION

Les coliformes fécaux sont des bactéries Gram-négatives aérobies et anaérobies
facultatives, en forme de batonnets ne sporulant pas et fermentant le lactose en
produisant du gaz en moins de 24 heures lors de leur croissance a 35°C et & 44,5°C,
lls produisent de l'indole en eau tryptonée contenant du tryptophane a 44,5°C,

4. PRINCIPES

Le dénombrement des coliformes fécaux dans des préléverments d'eau de mer
est effectué en testant de nombreux aliquots de I'échantilion d'eau placés dans une
solution & base de lactose de maniére a rechercher ia production de gaz a 44,5°C. |l
y a deux méthodes: (a) un test direct utilisant le bouillon de culture A-1 incubé a 44,5°C
pendant 24 heures ou (b} le second test de confirmation des tubes positifs au lactose
dans le cadre de la recherche deg coliformes totaux.

Cing portions du prélévement pour chacune des dilutions des tubes multiples
(10 ml, 1 mi, 0,1 mi, ete.) sont inoculées dans chague tube de bouillon A-1 (test direct)
ou dans chague tube de bouillon lactosé (recherche des coliformes totaux). Les tubes
A-1 sont incubés & 44,5°C + 0,2°C pendant 24 heures, les tubes de bouillon lactosé le
sont a 35,0°C = 0,5°C pendant 48 beures. Le test direct (bouillon A-1) est lu en
regardant la production de gaz aprés 24 heures d'incubation et le dénombrement de
coliformes fécaux est déterminé a partir de l'interprétation du nombre de tubes positifs
et négatifs d'aprés la table du nombre le plus probable (NFP) (Tableau 1).

Si la procédure de recherche des coliformes totaux est utilisée pour déterminer
le nombre de coliformes totaux, il convient de confirmer les tubes de culture lactose
positive en 24 et 48 heures en transférant une anse pleine de chaque tube lactose
positif & un tube de bouillon de MacConkey ou & un tube de bouillon EC. Le bouillon
au vert brillant peut égalernent étre utilisé bien qu'il puisse y avoir quelques pertes dans
la détection des coliformes fécaux stressés.

Dans fe méme temps, une goutte de chaque tube positit du bouillon A-1 est
transféree dans une série correspondante de tubes multiples contenant de 'eau
tryptonge qui sera incubée a 44,5°C = 0,2°C (second test confirmatif).

La frequence de |a double confirmation des réactions positives (fermentation du
lactose et indole positif) dans les différentes dilutions est utilisée pour le calcul du
nombre le plus probable (NPP) de coliformes fécaux dans le test d'analyse de
I'échantillon.

5. APPAREILS ET VERRERIE

5.1 Des flacons de prélévement en verre borosilicaté ou en plastique autoclavable
avec bouchon a vis, d'un volume de 200-250 ml, d'ouverture assez large, sont
utilises pour la récolte des échantillons d'eau de mer.
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5.2 Une barre de prélévement (bras extenseur) en matiére non corrosive, avec une
pince pour tenir ie flacon de prélévement {figure 1).

5.3 Flacon pour prélévement en profondeur, du type décrit dans |a figure 2 ou de
type semblable, testé et avec une cordelette en nylon.

5.4 Mallette isothermique avec des sachets préréfrigérés (équipement de camping)
pour conserver les échantillons.

55  Thermométre gradué de 0°C & 50°C, de précision = 1°C pour verifier la
température dans les mallettes isothermiques. Thermométre gradué de 0°C a
50°C, de précision = 0,5°C pour vérifier la température dans 'étuve.

5.6 Etuve avec bain-marie 4 44,5°C = 0,2°C et etuve & 35° = 0,5°C avec les porte-
tubes nécessaires pour l'incubation des tubes multiples (5.15).

57 Autoclave, maximum 2 atmosphéres, électrique ou a gaz.

5.8 Four & vapeurs séches pour la stérilisation des flacons de prélévement et des
pipettes. 160°C pendant 2 heures.

B9 pH-métre, d'une précision de + 0,1 unité pH.

5.10 Balance pour la préparation des milieux, d'une precision de + 1 mg.

511  Réfrigérateur avec une température de l'ordre de 2°C a 8°C pour le stockage
des échantillons d'eau de mer qui devront &tre analysés au plus tard 24 heures
aprés leur récolte,

512 Agitateur électrique pour mélanger les dilutions des échantillons (facultatif).

5.13  Flacons de type Ehrlenmeyer, en verre borosilicate, d'une capacité de 1 et 2
litres, pour la préparation des milieux,

5.14  Tubes de culture, de type bacteriologique, en verre borosiiicaté, d'une capacité
suffisante pour recevair chacun 20 ml de milieu liquide.

5.15  Petits tubes en verre borosilicaté ("tubes de Durham”) de 6 x 50 mm, servant a
étre mis en position renversée dans certaing tubes de culture (5.14) afin de
rechercher la formation de gaz dans les tubes multiples.

5.16 Pipeties en verre (4 écoulernent total) d'un volume de 1, 9 et 10 ml avec des
boites en acier inoxydable pour leur rangement lors de la stérilisation.
Remarque: Les pipettes de 9 ml sont facultatives.

5.17 Beéchers gradués, en verre borosilicaté, d'un volume de 100, 500 et 1000 mi

avec bec verseur, rouleau de papier aluminium ou papier d'emballage pour les
envelopper.
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5.18 Anses de bactériologie, fit de calibre 22-24, en chrome ou nickel-chrome ou
platidium-iridium, se terminant par une boucle de 3 mm.

5.19 Papier d'emballage épais ou rouleau de papier aluminium.

5.20 Porte-tubes pour les tubes, inoxydables, contenant 15 ou mieux 25 tubes.

6. MILIEUX DE CULTURE ET REACTIFS

Remarque: La composition des milieux est basée sur des solutions de 1 litre
ou avec des unités de méme ordre. Avant la préparation des
mikieux, il faut étabiir la liste des poids et des volumes pour les
différents ingrédients nécessaires.

6.1  Préparation de la verrerie, des milieux et des réactifs

Toute la verrerie et tous les appareils devraient étre lavés avec des détergents
non toxiques (8.13), rincés soigneusement A 'eau chaude du robinet, ensuite rincés au
moins trois fois & I'eau distillée (6.11).

6.2  Stérilisation de la verrerie et des appareils

6.2.1 Flacons d'échantillon pour Ia surface (5.1). Nettoyer tous les flacons de
prélévermnent comme décrit en (B.1) et les sécher. Seuls les flacons plastiques de
préléevement peuvent &tre stérilisés 4 lautoclave (5.7) (121°C pendant 15 minutes).
Placer un morceau de papier filtre entre le flacon et son bouchon (s'il est en verre) pour
éviter qu'il se coince en fin d'autoclavage. Stériliser, de préférence au four & vapeurs
séches pendant 2 heures & 160°C, les flacons de prélévement en verre. Avant la
stérilisation, placer un morceau de papier filtre dans le col de la bouteille de maniére
4 ce gue le bouchon de verre ne se coince pas lors du refroidissement de l'autoclave.
Aprés refroidissement et lorsque le stérilisateur a atieint |a température ambiante, &ter
les morceaux de papier filtre avec une pince stérile et replacer les bouchons sur le col
des flacons de prétévernent. Ne pas laisser tomber le morceau de papier dans ie flacon
et ne pas le toucher avec les doigts pour éviter une contamination du flacon. Placer les
flacons dans les mallettes isothermigues nettoyées au préalable avec un détergent (5.4).
Séparer les flacons les uns des autres avec du papier d'emballage propre (5.19) de
maniére & éviter la casse.

Remarque: Sides résidus chiorés sont suspectés dans i'eau échantillonnée,
ajouter 0,1 ml d'une solution & 10 pour cent de thiosulfate de
sodium (6.12) par 100 ml d'eau échantillonnée dans les flacons
de prélevement et ceci avant |a stérilisation. Cefle quantité est
suffisante pour neutraliser environ 15 mg de chlore résiduel par
fitre.

6.2.2 Flacons pour les prélévements au-dessous de la surface (5.3). Nettoyer
les flacons de prélévement comme décrit en (8.1), rincer 4 I'eau du robinet puis 4 'eau
distillée (5.11). Envelopper chaque flacon dans du papier d’emballage épais (5.19) et
stériliser & 'autoclavage (5.7} & 120°C pendant 20 minutes.
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1] mmerger le col du flacon
4 70.30 em sous la surface

) Retoumer le flacon de 120°

Figure 1. Prélévement en surface au moyen d'un bras extenseur.

CABLE

MESSAGER

— TUBE EN VERRE
(SERA CASSE PAR LE MESSAGER)

TUYAUEN -
CAQUTCHOUC

2 —— ARMATURE METALLIQUE
mme FLACON STERILE

= ___ FOND LESTE

Figure 2. Flacon pour prélévements stériles sous la surface.
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6.2.3 Pipettes (5.16). Laver les pipettes comme décrit en (6.1) et introduire
dans le col de chague pipette un morceau de coton. Placer les pipettes dans une
boite en acier inoxydable puis stériliser le tout au four & vapeurs séches (5.8) 8 160°C
pendant 2 heures.

6.3 Bouillon A-1 (test direct)

Lactose 504
Tryptone 20,09
Chlorure de Sodium (NaCl) 504
Salicine 054g
Ether de polyethyléne

glycol p-iso-octyiphenyl 1,0 mi
Eau distillée 1,0 litre

Triton X-100, Rohm and Haas Co., ou produit éguivalent,

Chauffer pour dissoudre les ingrédients, ajouter I'éther de polyéthylene glycol
p-iso-octylpheny! et ajuster le pH 46,9 = 1. Avant [a stérilisation, répartir suffisamment
de bouillon dans les tubes de culture de maniére a ce que les petits tubes renversés
(tubes de Durham) soient partiellement recouverts aprés la stérilisation. Stériliser en
autoclavant 10 minutes & 121°C. Conserver 7 jours au maximum 3 température
ambiante et & 'ombre. Ce n'est pas grave si un précipité se forme dans les tubes.

Effectuer une concentration de bouillon A-1 de telle maniére que, en ajoutant 10
mi d'échantilion d'eau de mer au bouillon, ta concentration ne soit pas inférieure 4 1
(concentration normale).  Ainsi pour 10 mi d'échantillon d'eau de mer, préparer le
bouillon A-1 doublement concentré.

6.4 Bouillon lactosé

Concentration

normale double
Extrait de boeuf 30qg 60¢g
Peptone 50g 1009
Lactose 5.0¢g 10,0 g
Eau distilée 1 litre 1 lifre

Préparation: Dissoudre les ingrédients dans 'eau distiliée (6.11). Le pH du
bouillon & concentration normale devrait &tre entre 6,8 et 7,0 mais de préférence 6,9
apras stérilisation (5.7). Le pH du bouillon & concentration double devrait étre de 6,7
+ 0,1

Placer dans un porte-tubes (autociavable et inoxydable) 3 rangées de 5 tubes
de culture (si I'on présume une forte pollution due aux coliformes f&caux, on placera
plus des 3 rangées). Dans chaque tube de culture, piacer un petit tube de Durham en
position renversée (5.15), puis répartir 10 ml de bouillon lactosé dans chague tube de
culture de maniére a ce que chague tube de Durham soit recouvert. (Ces tubes de
Durham vont piéger une grosse bulle d'air qui disparaitra lors de I'autoclavage). Aprés
stérilisation les tubes de Durham doivent étre au moing partiellement recouverts par le
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bouiilon lactosé. Dans la premiére rangée de 5 tubes, il faut verser du bouilion lactose
doublement concentré (6.4). Dans la deuxiéme et troisiéme rangée (et les suivantes,
si nécessaire), on utilise du bouillon lactosé 4 concentration normale. Obturer les tubes
ainsi préparés avec un capuchon métallique ou en coton. Autoclaver (5.7) le bouilion
réparti dans les tubes & 121°C de prétérence pendant 12 minutes mais sans excéder
15 minutes. Tester un é&chantillon de bouillon stérilisé en utilisant une souche
bactérienne de collection (8.15). Sila couche de collection - lactose négative -aprés 24
heures d'incubation & 35°C, fermente le tube de culture prépare en produisant du gaz,
cela signifie que le milieu a ét& trop fortement chauffé dans 'autoclave et tout le iot de
tubes préparés devra étre jete.

Remargue: Le bouillon doublement concentré n'est nécessaire gue dans la
premiére rangée de tubes ou 'on a versé 10 ml de I'echantillon
d'eau de mer & tester. 3i I'on teste un échantillon d'eau
supérieur & 10 mi, il faudra préparer un bouillon encore plus
concentré de maniére & ce que la concentration finale du bouillon,
ajouté a I'échantilion, soit de 1 (concentration normale).

6.5 Bouillon de MacConkey

6.5.1 Composition du milieu

Taurpcholate de sodium 5049
Lactose 10,0 g
NaCl 50¢g
Peptone 20049
Eau distillée 1,0 litre

Préparation: Dissoudre les ingrédients en remuant et ajusterlapH 47,1 = 01
a l'aide de HCI ditué ou de NaOH dilué. Ajouter 2 ml de la solution de pourpre de
bromocrésol (6.5.2) par litre de bouilion MacConkey préparé.

Disposer 5 tubes propres dans chacune des trois rangées d'un porte-fubes.
Introduire dans chaque tube, d'une part un petit tube de Durham en position renversée
et d'autre part un volume de bouillon suffisant de maniére qu'en fin de stérilisation les
petits tubes de Durham soient partiellement recouverts de bouillon. Fermer tous les
tubes avec un capuchon de métal ou un bouchon de coton. Autoclaver les tubes ainsi
préparés et contenant le bouillon a 121°C de préference pendant 12 minutes, mais en
n‘excédant pas 15 minutes. Aprés la stérilisation, refroidir le bouillon aussi vile que
possible. Le pH du bouillon devra &tre de 7,2 = 0,2 apres stérilisation. Faire un essai
de culture avec un des tubes contenant le bouillon stérilisé en linoculant avec une
souche de collection {6.15). Si une souche de collection, lactose négative, provoque
la fermentation et Fapparition de gaz en 24 heures a 35°C, cela signifie que le bouilion
a &té trop fortement chauffe lors de la stérilisation. Tous les tubes de bouillon stérilisés
fors de cet avtoclavage devront &tre jetés.
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6.5.2 Solution de bromocrésol pourpre

Préparation: Dissoudre 1 g de bromocrésol pourpre dans 99 mi d'éthanol purifie
A 95% (8.14). Ajouter 2 mi de la solution de bromocrésol pourpre pour 1 litre de
bouilion de MacConkey avant I'autoclavage.

6.6 Milieu EC

Tryptose ou trypticase 200¢g
Lactose 5049
Mélange de sels biliaires

ou sels biliaires no 3 1,59
Dipotassiurm hydrogéne

monophosphate (K,HPO ) 1.4 g
Chlorure de sodium (NaCl) 5049
Eau distillée 1,0 litre

Avant stérilisation, dissoudre les ingrédients et les répartir dans les tubes selon
le processus décrit en 6.5, (le milieu EC remplagant le bouillon de MacConkey). Le pH
devra étre de 6.9 aprés stérilisation. Faire un essai de culture avec un des tubes
contenant le bouillon stérilisé en I'inoculant avec une scuche de collection (6.15). Si
une souche de collection, lactose négative, provoque la fermentation et I'apparition de
gaz en 24 heures & 35°C, cela signifie que le bouillon a été trop fortement chauffé lors
de la stérilisation. Tous les tubes de bouillon stérilisés lors de cet autoclavage devront
étre jetés.

6.7 Bouillon au Vert Brillant

Oxgall en poudre 20049
Lactose 10,0 g
Peptone 10,0 g
Vert Brillant 00133 g
Eau distiliée 1,0 litre

Préparation: Dissoudre les ingrédients et les distribuer dang les tubes selon le
processus décrit en 6.4, le bouillon au Vert Brillant remplagant le bouillon de
MacConlkey, pH final aprés stérilisation 7,2 + 0,2. Refroidir rapidement les tubes
autociavés.

6.8 Eau tryptonée

Tryptone 10,0 g
Eau distillée 1,0 litre

Préparation: Dissoudre la tryptone dans de l'eau distillée (6.11).

Distribuer 10 ml d'eau tryptonée dans chacun des 15 tubes (trois rangées de
cing). Autoclaver (5.7) pendant 15 minutes & 121°C. Le pH final devra &tre de I'ordre
de 7,2 47,4. Sinécessaire, réajuster le pH avant la stérilisation.
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6.9 Solution tampon phosphatee

Préparation: pour préparer une solution-mére de tampon phosphate, dissoudre
34,0 g de potassium dihydrogéne monophosphate (KH,PO,) dans 300 ml d'eau
distiliée. Ajusterie pH 47,2 = 0,5 avec une solution de soude (NaOHM) 1N et compléter
avec de I'eau distillée pour obtenir un volume final de 1 litre. La solution-mére est alors
préte.

Prélever 1,25 ml de cette solution-mére, ajouter 5,0 ml de solution de chiorure
de magnésium et compléter avec 1 litre d'eau distiliée. (La solution de chlorure de
magnésium se prépare en versant 38,0 g de MgCl, anhydre dans 1 litre d'eau distiliée).
La soiution tampon phosphatée ainsi obtenue est répartie en flacons (99 mi + 2,0 ml)
ou en tubes {9 + 0,2 ml) puis stérilisée pendant 15 minutes. Le pH final devrait &tre 7,2
+ 0,2. Sile MgCl, anhydre n'est pas disponible, on peut utiliser du MgCl, hydraté
(MgCl, 6H,0) a raison de 81,8 g pour 1 litre d'eau distillee.

Une solution tampon peptonée peut étre utilisée en remplacement de la soluion
tampon phosphatée: préparer une solution-meére peptonée a 10 pour cent de peptone.
Dituer un volume approprié de cette solution-mére peptonée de maniére a obtenir une
solution de concentration finale de travail de 0,1%. Répartir cette solution dans des
flacons (92 = 2,0 mi) ou des tubes (2 = 0,2 ml) puis autoclaver pendant 15 minutes,

Ne pas effectuer de suspension bacterienne dans de 'eau, méme déminéralisée
et stérile. A son contact et & température ambiante, une mortalité ou une multiplication
des bactéries peut survenir aprés 30 minutes.

6.10 Réactif de Kovac (pour |2 recherche de l'indole)

Paradiméthyl-amino-benzaldéhyde 504
Amyl alcool 75,0 ml
HCI concentre 25,0 ml

Préparation: Dissoudre le benzaldehyde dans de liso-amyl ou normal-amyt
alcool et ajouter 'HCI, Le réactif deviendra jaune. Certaines margues de paradiméthyl-
amino-benzaldéhyde ne sont pas toujours satisfaisantes ou peuvent devenir non
satisfaisantes lors du vigillissement du produit (faible réaction colorée).

6.11 Eau distiliée

N'utitiser que de l'eau distillée produite par des appareils de distillation
entidrement en verre ou en quartz, ou bien de 'eau obtenue par osmose mverse (OR),
L'eau déminéralisée convient également, si elle est produite par des appareils ne
dégageant pas de substances toxiques.

Remarque: L'eau distillée du commerce est souvent produite par des
appareils en cuivre et en zinc et elle est donc forlement toxique
pour les coliformes.
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6.12 Solution de thiosulfate
Préparer une solution-mére & 10 pour cent de thiosulfate de sodium (Na,3,0,).
Pour un flacon de prélévement d'une capacité de 120 ml, ajouter 0,1 ml de la solution-
mére avant ia stérilisation du flacon du prélévement.
6.13 Détergents pour le lavage de la verrerie et des appareils
N'utiliser que des détergents recommandés par les fournisseurs professionnels
de matérie! bactérioiogique. Si un tel détergent n'est pas disponible, effectuer un essai
avec un détergent de ménage en utilisant une souche de E. coli comme bio-test.
Remarque: Ne jarmais utiliser une solution toxique a base d'acide
sulfochromique pour le lavage de la verrerie (solution toxique pour
les bactéries).
6.14 Ethanol a 95% de grande pureté (non dénaturé)
6.15 Suspension microbienne stock de souches pour le contréle de qualite
Souches de E. coli pour les contrdles positifs (fermentation du lactose) et

Proteus inirabilis ou une souche de Salmonelle pour les contrbles négatifs (non
fermentation du lactose).

PRELEVEMENT

Une campagne de prélévements est détaillée dans la premiére partie de ces
lignes directrices.

7.1 Prélevement d'eau en surface

Etigueter le flacon d’échantillon sur le lieu de la récolte en indiquant la station
et la date du prélévement ainsi que d'autres données propres a l'interprétation des
résultats. Attacher la bouteille de prélévement propre et stérilisée (8.2.1) au bras
extenseur d'echantillonnage (5.2), &ter te morceau de papier bloguant le bouchon sans
toucher le col interne du flacon avec les mains et enlever ie bouchon. Immerger le
flacon de préléverment a la proue (I'avant) du bateau ou du cdté sous le vent lorsque
le bateau avance doucement. Enfoncer le flacon & I'aide du bras extenseur & 25 cm
sous la surface de 'eau, puis le retourner de maniére a le remplir d’eau de mer (figure
1). Le flacon stérilisé pour le prélévement d’eau peut également &tre rempli directement
a la main. Prendre e flacon, le col tourné vers le haut, ouvrir directement le bouchon
et 'enlever. Plonger le flacon sous I'eau avec un mouvement tournant contre le
courant.

Sortir le flacon de I'eau et rejeter un peu d’eau, si nécessaire, de maniére 4 ce
qu'il reste un peu d'air lors de la fermeture du flacon, Ce volume d'air est nécessaire
pour homogeénéiser I'eau échantillonnée lors de sa réception au laboratoire. Replacer
le bouchon et conserver les échantillons dans une mallette isothermique et propre (5.4)
contenant des sachets pré-réfrigérés par des gels chimiques, & environ 4°C, en évitant
de 'exposer & une température de plus de 10°C. Garder les flacons d’eaux récoltées
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a 'obscurité. Séparer les flacons les uns das autres avec du papier d'emballage propre
(5.20) pour éviter qu'ils s'entrechoquent et se cassent.

7.2 Prétévement sous la surface

Etiqueter le flacon d'échantillonnage sur le lieu de la récofte en indiquant la
station et la date du prélévement ainsi que d'autres données propres a llinterprétation
des résultats. Immerger le flacon pour prélévement (6.2.2) en profondeur, attache a sa
cordelette en nylon, propre, en faisant attention que le poids du flacon ne touche pas
les sédiments du fond (figure 2). Lacher le messager (fil de plomb coulissant sur la
cordelette de nylon et desting & briser le tube de verre, lequel aspirera aiors I'eau en
profondeur). Aprés une minute, tirer et ressortir le flacon et le conserver dans une
mallette isothermique (5.4). Ensuite, effectuer les mémes opérations gue pour les
prélévermnents en surface (7.1).

Remargue: On sait que le taux de mortalité des coliformes fécaux est trés
élevé torsgu'ils sont exposés A la fois & la tempeérature ambiante
et & la lumiére. Par conséquent, il faudra s'efforcer de ne pas
effectuer plus de prélévements que I'on puisse analyser et incuber
le jour de 'échantillonnage. &i cela n'est pas possible, les
échantillons d'eau de mer devront étre conserves a 4°C et
analysés au plus tard 24 heures aprés leur récolte.

8. MODE OPERATOIRE
8.1 Choix du volume de I’échantilion d’eau de mer et des séries de dilution

Choisir des séries de dilution pour chaque prélévement d'eau de mer, de
maniére 4 s'assurer que 'on a des tubes positifs dans les rangs des dilutions les plus
faibles et des tubes négatifs dans les rangs des dilutions le plus élevées. Si des essais
n'ont pas été effectués auparavant pour estimer les séries de dilution nécessaires pour
de 'eau de mer non polluée, transférer 10 mi de cette eau de mer dans chacun des 5
tubes de la premigére rangée du porte-tubes. Ces S tubes contiennent 9 & 10 mt de
bouillon lactosé doublement concentré (ou de bouillon A-1). Puis transférer 1 ml d’eau
de mer dans la deuxieme rangée de 5 tubes gui contiennent chacun 9 3 10 ml de
bouillon lactosé a concentration normale {ou de bouillon A-1). Enfin transférer 0,1 m!
d'eau de mer dans la troisiéme rangée dont chague tube contient 9 2 10 ml d'un des
deux tubes (dans le cas ol 'on teste 10 ml d’eau de mer) les deux autres rangées ne
contiendront que du boullton lactosé (ow du bouillon A-1) & concentration normale
(figure 3).

8.2 Culture en bouillon factosé a 35 + 0,5°C pendant 48 heures (test
présomptif) ou en bouiflon A-1 (test direct)

En utilisant des pipettes stériles (6.2.3) transférer 10 ml de I'échantillon d'eau de
mer (7) dans chacun des 5 tubes de culture contenant du bouillon lactosé & double
concentration (6.4).







