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RESUME

Ce document est. le troisitme d'une séric de cing dans laguelle sont formulées des
recommandations pour la surveillance sanitaire des zones ebititres 2 usage réeréatif et des zones
conghylicoles, Il conticnt des recommandations déaillées concernant lz détermination des
principaux agents bactériens pathogénes généralement observés dans l'eau de mer pollude. Les
six méthodes exposées s'appliquent & lisolation et zu dénombrement de Salmonella dans Tgau

~de mer et l'ean usée, & la déermination de Staphylococous gureds dans Yeau de mer et J'eau

" usée awsst bien par la méthode de culture sur membranes filtrantes (MF) que par fa méthode des
tubes multiples (NPP = Nombrs le Plus. Probable), 4 la détermination de Pseudomonas
aeruginosa et des atromonades mésophiles dans l'eau de mer par Ja méthode de culiure sur
membranes filtrantes (MF) et A la déterminacion de Campylobacter dans Peau de mer ot T'eau
usée, ' ‘

Pour chague méthede, la document donne des définitions of expose les principes
“applicables. 11 décrit en outre les apparcils ot Ja verrerie, zinsi que les milieux de cufture (v |
“compris leur composition), les produits chimiques et les suspensions microbiennes stocks 4

utiliser, Les procédures de prélivernent et d'analyse sont décrites en détail, ainsi que la fagon
d'exprimer les résuhats,

Le decument comprend Egalement des formulaires types de rapport d'analyse.
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Salmonella dans Feau de mer et Feau usée M-1-1

1. INTRODUCTION

Les objectifs d'ensemble du Programme a long terme de surveillance continue
et de recherche en matiere de pollution de la mer Méditerranée (MED POL Phase 1),
qui constitue la composante de I'évaluation de I'environnement du Plan d'Action pour
la Méditerranée, adopté par les gouvernements de la région en 1875, comprend
Pévaluation, de fagon continue, de 'état de la pollution de la mer Méditerranée,
I'identification des points d'entrée, les voies et les effets des polluants qui y entrent, et
Pétablissement des lendances saisonniéres des niveaux de pollution.

Afin d'aider les laboratoires qui participent a cette activité et afin d'assurer le
degré nécessaire d'inter-comparaison des données, le Programme des Mers Régionales
du PNUE en coopération avec les agences spécialiséss du systéme des Nations Unies
ainsi gu'avec d'autres organisations, a mis au point une serie de méthodes de référence
et de recommandations. Dans ces méthodes et recormmandations, le style utilisé par
FOrganisation Internationale de Normalisation (ISO) a été suivi d'aussi prés que
possible,

De méme qu'avec les autres méthodes et recommandations de microbiologie
pour les efffuents, les eaux & usage récréatif et les zones conchylicoles, la version
originale de ce document a été préparée par I'Organisation Mondiale de la Santé dans
le cadre du Programme MED POL et publiée par le Programme des Mers Régionales
du PNUE comme partie intégrante de sa série de Méthodes de Référence pour les
Etudes de Pollution Marine,

La préparation matérielle des méthodes et recommandations dont est
responsable 'OMS est confice & des microbiologistes compétents qui possédent une
expérience des caractéristiques du milieu marin de la Méditerranée. Larsque le brouillon
est prét, des experts internationaux révisent chaque méthode, soit individuellernent, soit
(généralement) au cours de réunions de consultation. Lorsque les méthodes et
recormmandations sont publiées sous leur forme définitive, elles sont distribuées aux
laboratoires mediterranéens et sont périodiquement mises a jour et/ou révisées en se
fondant sur I'expérience.

2. PORTEE ET DOMAINE D'APPLICATION

Les méthodes décrites servent & isoler et/ou compter les salmonelles dans les
eaux colidres 3 usage récréatif et les eaux conchylicoles. Une technique séparée est
fournie pour S. typhi. Les méthodes décrites ont trois avantages principaux:

1. Elles donnent un taux élevé de recouvrement des organismes Salmonella.
Elles inhibent de fagon efiicace [a croissance d'organismes compétitifs et en
particulier des bactéries qui produisent des colonies semblables a
Salmonella sur les plaques et font donc économiser du temps et des
mitieux. )

3. Leurs milieux d'enrichissernant peuvent étre préparés & lavance et gardés
ensuite pendant au moins tfrois mois, et sont plus économiques que la
plupart des milisux normalement utilisés.
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Les salmonelles sont toujours des agents bactériens pathogénes pour 'homme
et sont largement distribuées parmi les animaux. Les aliments crus, en particulier ceux
d'origine animale, sont souvent contaminés par ces organismes. Les eaux usées, les
effluents de I'industrie alimentaire, les rividres et les eaux d’écoulement qui se déversent
dans la mer contiennent des salmonelles, parfois en grands nombres.

Les organismes ne survivent pas dans I'eau de mer et bien que leurs taux de
mortalité {T90) n'aient pas bien été &tudiés, le termps T90 pour les salmonalies semble
étre semblable & celui des bactéries coliformes. La radiation solaire et la température
semblent &tre des facteurs importants pour le phénoméne de mortalits, Cependant,
lorsque l'on interpréte les résultats des techniques d'isolation de Salmonella, il faut
considérer les points suivants:

1. Les salmonelles sont des bactéries d’origine intestinale.

2. Les techniques d'isolation ne sont pas efficaces & 100%.

3. Les organismes meurent rapidement dans I'eau de mer, en particulier par
forte radiation solaire et températures élevées.

3. DEFINITION

L'espeéce Salmonella est composée de batonnets Gram-négatifs qui se
conforment & la définition de ta famille des Enterobactériacées. Ce sont des oxydase
negatives, catalase positives qui n'hydrolysent pas 'urée et ne déaminent pas la
phénylalanine. La plupart des souches sont mobiles, producteurs actifs de H,0,
genéralement béta-galactosidase négatives, elles forment de la décarboxylase lysinge
et se développent dans le citrate mais pas dans les milieux KCN. Les saimonelles
produisent de 'acide et du gaz (avec guelques exceptions pour le gaz) & partir du
glucose et attaquent la mannite, généralement la dulcite et le sorbitol. Par réactions
biochimiques, elles se divisent en 4 sous-espéces. On a identifié plus de 2200 sérovars.

4. PRINCIPES

On préléve des échantilions d'eau de mer dans des bouteilles stériles ou des
flacons de plastique désinfectés. Un certain volume d'échantillon ou des portions de
dilutions décimales de I'échantifion original d'eau de mer sont filtrées sur des
membranes filtrantes de porosité 0,45 um qui sont déposées sur des milieux de pré-
enrichissement. Aprés incubation, les milieux d'enrichissement sont inoculés et incubés
4 la bonne température. Des plagues de gélose sont ensemencées avec les milieux
enrichis et, aprés incubation, des colonies typiques de Salmonelfa sont prélevées pour
leur identification biochimique et sérologique ultérieure. Les cultures qui presentent des
réactions typiques ou douteuses de Salmonella sont envoyées & un Centre de
Reference de Salmonelia pour identification compléte.

5. APPAREILS ET VERRERIE

5.1 Flacons pour préldvement en surface de I'eau de mer en verre foncé
borosilicaté, d'une capacité de 2 litres, avec une ouverture large et des
bouchons & "émeri, ou flacons en plastique d'une capacité de 2 litres avec un
bouchon hermétique (parfois d’une capacité de 5 litres).
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Barre de prélévement en matériel non corrosif munie d’'une pinge pour tenir le
flacon de prétdvement (Figure 1),

Flacon pour le prélévemnent scus la surface, du modéle décrit dans la Figure 2
ou d'un modéle similaire, lesté et muni d’une corde en plastique.

Mallettes isothermes avec sachets refrigérants ou glaciéres similaires
{équipement de camping) pour conserver les échantillons.

Thermormétre gradué de 0 4 50°C, avec une precision de = 1°C, de préférence
en plastique incassable, pour veérifier la température dans les mallettes en
plastique (3.4).

Appareil de fittration pour membranes filtrantes de 4,7 cm de diamétre,
comprenant au moing trois unités de filtration pour la filtration simultanée, en
verre borosilicaté ou autre matidre autoclavable non toxigue (ni porte filtres ni
entonnoir en metal), complété par une pompe a vide électrique ou une trompe
a eau.

Etuve 4 air ou 4 eau avec contrdle thermostatique 4 36 = 1°C, et &tuve 4 air

avec contréle thermostatique a 42,0 + 0,2°C, de préférence avec un manchon
d'eau.

Autaclave, électrique ou & gaz, avec une pression maximale de 2 atmosphéres
et une sensibilité de 0,2 bars,

Stérilisateur & vapeurs séches & 170°C.

pH meétre, précision = 0,1 unité pH.

Finces en acier inoxydable.

Balance de précision &4 = 1 mq.

Réfrigérateur avec contréle thermostatigue &4 4 = 2°C,

Boites de Petri en verre borosilicaté, diamétre 9 cm, avec boites de rangement
en acier inoxydable pour la stérilisation, ou boites de Petri pré-stérilisées, en

plastique et jetables.

Flacons de Erlenmeyer en verre borosilicaté pour la préparation des milieuy,
capacité 500 ml et 1 litre.

Tubes de culiure de bactériologie en verre borosilicate.
Flacons & ouverture large, de 100-120 mi et de 350-500 ml munis de bouchans

a vis en acier inoxydable (ou matiére non corrosive) qui puissent &tre stérilisés
en autoclave.

o sl 1 T TR N T AT T AT A - e e Iy e
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1] Immerger le col du Nacen
2 20-30 ¢m sous la surface

2) Retoumer le Bacon de 1807

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

CABLE

MESSAGER

— TUBE EN VERRE
(SERA CASSE PAR LE MESSAGER)

TUYAUEN
CAQUTCHOUG

=== ARMATURE METALLIQUE
—— FLACON STERILE

—__ FOND LESTE

Figure 2. Flacon pour préldvements stériles sous la surface.
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Pipettes en verre borosilicaté & écoulement total d’un volume de 1, 5 et 10 ml,
avec boites de rangement en acier inoxydable pour |a stérilisation.

Pipettes automatiques pour mesurer 0,1 ml, avec embouts jetables pré-stérilisés,
ou pipette de Pasteur de 0,1 m) (environ).

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

Tubes de Durham pour recueillir les gaz pendant I'analyse de fermentation du
glucose.

Bouteilles avec bouchons 3 vis, d'une capacité de 5ml, 100 et 250 m.

Petits tubes en verre (10 x 95 mm).

Solution stérile de chiorure de sodium & 0,9%.

Lamelles pour microscope.

Sérums agglutinant de Salmonella polyvalent-O et polyvalent-H Vi, 09 et Hd.

Anses de bactériologie & boucle de diameétre 3 mm. Un cable droit est aussi
nécessaire.

Papier d’'emballage épais.

Bouchons en caoutchouc taille no. 0. Stéritisés dans des boites de Petr
enveloppées a 121°C pendant 15 minutes.

Membranes filtrantes, porosité 0,45 pm, diamétre 4,7 cm.

Remarque: Le fabriquant doit garantir que les membranes filtrantes de
porosite 0,45 pym ne contiennent aucune substance pouvant
inhiber la croissance et le développement des bactéries. Les
meilleures filtrations sont obtenues en utilisant des membranes &
base d'esters mixtes de cellulose.

Filtres de porosité 1,25 pm (environ) et de diamaétre 4,7 cm

MILIEUX DE CULTURE, PRODUITS CHIMIQUES ET SUSPENSION
MICROBIENNE STOCK

Remarque: La composition des milieux est basée sur des solutions d'un litre
ou des unités du méme ordre. Avant la préparation des milieux et
des solutions, il faut é&tablir tes besoins réels et choisir les
quantités en conséguence.
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6.1 Eau tamponnée de peptone (BPW)

Feptone 10,0 g
Chiorure de sodium 5049
Phosphate de disodium 3549
Phosphate de potassium dihydrogéné 15¢g
Eau distillée 1,0 litre

Préparation: Dissoudre les ingrédients dans un litre d'eau distiliée. Verser 90 ml
{environ) dans des flacons de 100 ml. Stériliser & 121°C pendant 15 minutes. Le pH final
a la sortie de lautoclave doit étre de 7,2 + (0,2, L'BPW peut é&tre conservée 3
température ambiante pendant 1-3 mois si les bouchons a vis sont hermeétiques.

6.2 Milieu de Rappaport-Vassiliadis (RV)

Solution A:
Bacto-tryptone 05¢g
Chiorure de sodium 08¢
Phosphate de potassium dihydrogéné 0,16 ¢
Eau distillée 100,0 mi
Solution B:
Chlorure de magnesium GHED 40,0 g
Eau distillée 100,0 mi
Solution C:
QOxalate vert malachite 049
Eau distillée 100,0 m!
Préparation du milieu final:
Solution A 100,0 mil
Solution B 10,0 mil
Solution C 1,0 ml

Préparation: Le milieu final est versé dans des tubes a essais en portions de 10
m! {pour utilisation immédiate) ou par portions de 50-100 mi (pour conservation) dans
des bouteilles munies de bouchons & vis et stérilisé a 121°C pendant 15 minutes.

Remarque: La solution B est préparée en dissolvant tout le contenu d'une
bouteille dans le volume approprié d'eau distillée, par exemple:
100 g de MgCl,6H,0 sont dissous dans 250 m! d'eau distillée.
On utilisera de prétérence du chlorure de magnésium de qualité
analytique conservé dans des bouteilles hermétiques. La
solution B peut é&tre conservée longtemps & température
ambiante. La solution C peut étre conservée dans une bouteille
foncée A I'abri de la lumiére. Le milieu final stérilisé peut étre
conservé dans un réfrigérateur pendant 3 mois au moins. On peut
utiliser le milieu déshydraté de compaosition identique vendu dans
le commerce.
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6.3 Milieu de Rappaport modifié (R25)

Les solutions A, B et C sont préparées comme pour le milieu RV.

Milisu final:
Solution A 100,0 ml
Solution B 10,0 ml
Solution C 25 mi

Préparation: Le milieu final est versé dans des tubes & essais en portions de 10
mi (pour utilisation immédiate) ou par portions de 50-100 m! (pour conservation) dans
des bouteilles munies de bouchons & vis et stérilisé & 121°C pendant 15 minutes.

6.4  Bouillon de cystine du sel d’acide sélénique (SCB)

Tryptone 5009
Lactose 4,0¢
Phosphate de disodium 10,0 ¢
Sel de 'acide de sélénique 4,0 g
L-cystine 001 g
Ezu distillée 1,0 litre

Préparation: Distribuer le milieu dans des tubes & essais en portions de 10 ml
(pour utilisation immédiate), ou en portions de 50-100 rml dans des bouteilles munies
de bouchons & vis (pour conservation). Etuver pendant 10 minutes. NE PAS
AUTOCLAVER. Le pH final aprés préparation doit étre de 7,0 = 0,2. Conserver dans
un refrigérateur. Ne pas utiliser les vieux tubes ou les bouteilles dans lesquels g'est
produite ne serait-ce qu'une legére évaporation. Le milieu est disponible sur le marché.

Remarque importante: Les fernmes enceintes ne doivent pas manipuler ce
milieu.

6.5  Gélose au Vert Brillant désoxycholate (BGDA)

Poudre Lemco de laboratoire 509
Peptone de bactériclogie 10,0 g
Extrait de levures 30g
Phosphate de disodium d’hydrogéne 1,0 g
Phosphate de sodium d'hydrogéne 06g
Lactose 10,09
Sucrose 10,0 g
Rouge de phénol 0,09 g
Vert brillant 0,47 mg
Gélose 12,0 ¢
Eau distillée 1,0 litre

Préparation: Chauffer doucement pour dissoudre totalement les ingrédients.
Eviter tout chauffage prolongé inutile. NE PAS AUTOCLAVER. Ajouter 2,5 grammes
de désoxycholate de sodium par litre de milieu. Le pH final doit &tre de 8,9 + 0,2.
Refroidir et verser dans des boltes de Petri. Les plaques doivent &tre séchées jusqu'a
ce qu'll n'y ait plus de condensation d'eau. Les plagues sur-séchées ne seront pas
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utilisées. Les plaques peuvent &tre conservées dans un réfrigérateur pendant 2-4 jours,
jusgqu’a ce quelles deviennent trop séches.

Remarque: On peut utiliser le milieu déshydraté de composition identique
vendu sur le rmarché.

6.6 Gélose de sulfate de Bismuth (BSA)

Extrait de boeuf 509
Peptone 100¢g
Dextrose 504¢9
Phosphate de disodium 409
Sulfate de fer 0,329
indicateur sulfate de bismuth 80g
Gélose 2004
Vert Brillant 0,025 g
Eau distillée 1,0 litre

Préparation: Chauffer doucement jusqu'a ce que le milieu commence a bouillir
et laisser frémir pendant 30 secondes pour dissoudre la gélose. Refroidir, agiter
energiquement pour homogeénéiser et verser sur les plagues. Le pH final doit &tre de
7,6 = 0,2. Essuyer les plaques avant usage. Ne pas utiliser de plagues desséchées ou
vieilles de plus d’'un an.

Remarque: Le rmilicu déshydraté est disponible sur le marché.

6.7 Gélose de MacConkey (MCA)

Peptone 200¢
Lactose 10,0 g
Sels biliaires 309
Rouge neutre 0,075 g
Gélose 120 g
Eau distillée 1,0 litre

Préparation: Chauffer pour dissoudre totalement, Stériliser en autoclave A 121°C
pendant 15 minutes. Bien mélanger avant de verser. Le pH final doit &tre de 7,4 = 0,2,
Essuyer la surface du gel avant d'inoculer.

Remarque: On peut utliser les milieux déshydratés de MacConkey
disponibles sur le marché ou les formules de MCA.

6.8 Gélose entérique de Hektoen

Peptone protéose 1204
Extrait de levures 30¢
Lactose 12009
Sucrose 12,0 ¢
Salicine 2049
Sels biliaires No.3 8.0 g

Chlorure de sodium 504
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Thiosulfate de sodium 50¢g
Citrate ferrique d'ammaonium 1,549
Acide fuchsine 0,149
Bleu de bromaothymal 0,085 g
Gélose 14,0 g
Eau distillée 1,0 litre

Préparation: Tremper les ingrédients pendant 10 minutes. Chauffer doucement
et laisser bouillir pendant quelques secondes pour dissoudre la gélose. NE PAS
AUTQCLAVER. Le pH final doit &tre de 7,5 £ 0,2. Refroidir jusqu’d 680°C et verser sur
les plaques.

Remarque: Le milieu est disponible sur le marché.

6.9 Gélose de salmonella shigella

Poudre de Lab-Lemco 50¢g
Peptone 5049
Lactose 10,0 g
Sels biligires 8549
Citrate de sodium 10,0 g
Thiosulfate de sodium 8549
Citrate ferrique 1,09
Vert brillant 0,00033 g
Rouge neutre 0,025 g
Lactose 15049
Eau distillée 1,0 litre

Preparation: Tremper les ingrédients pendant 10 minutes. Amener & ébullition
en agitant socuvent et laisser frémir doucement pour dissoudre la gélose. NE PAS
AUTOCLAVER. Refroidir jusqu’a 80°C environ, mélanger et verser dans les boites de
Petri. Le pH final doit &tre de 7,0 = 0,2,

Remarque: Le milieu est disponible sur le marché.

6.10 Gélose de fer de Kliger (KIA)

Extrait de viande 30¢9
Extrait de levures 30g
Peptone 20,0 g
Lactose 1009
Dextrose 1.0qg
Citrate ferrique 03g
Thiosulfate de sodiumn 0309
Chlorure de sodium 5049
Rouge de phénci 0,05g

Eau distillce 1,0 litre
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Préparation: Dissoudre les ingrédients en les chauffant et distribuer dans les
tubes. Steriliser & 121°C pendant 15 minutes. Le pH final aprés autoclavage doit tre
de 7,4 * 0,2. Laisser prendre en pentes avec 2 cm (environ) de bouts.

Remarque: Le milieu est disponible sur le marché.

6.11 Base de gélose de sang (BAB)

Coeur de boeuf, infusion de 500,0 g
Bacto-tryptone 10,0 g
Chlorure de sodium 50¢g
Gélose 18,0 g
Eau distillée 1,0 litre

Preparation: Dissoudre totatement les ingrédients en les chauffant. Verser dans
des petits tubes (10 x 95 mm) et stériliser & 121°C pendant 15 minutes. Le pH final
apres autoclavage doit étre de 7,0 = 0,2. Des bouchons stériles en caoutchouc
remplacent les tampons de coton aprés la stérilisation. On peut également utiliser des
petites bouteilles munies de bouchons & vis & Ja place des tubes. Les bouchons ne
doivent pas étre vissés pendant la stérilisation.

Des tubes ou des bouteilles bien fermés peuvent étre conservés & température
ambiante jusqu'a leur utilisation pour inoculation et le transport des cultures.

Remarque: Ce milieu ou des milieux semblables & base de gélose de sang
sont disponibles sur le marché.

6.12 @Gélose de citrate de Simmons

Sulfate de magnésium 02g
Phosphate de mono-ammonium 1,09
Phosphate de dipotassium 1.0g
Citrate de sodium 20¢g
Chlorure de sodium 5049
Gélose 15,0 g
Bleu de bromothymol 0,08 g
Eau distillée 1,0 litre

Préparation: Dissoudre tous les ingrédients en les chauffant. Distribuer dans des
tubes ou des bouteilles et stériliser 4 121°C pendant 15 minutes. Le pH final aprés
autoclavage doit &tre de 6,8 = 0,2. Laisser refroidir dans une position & demi inclinée.

Remarque: Le milieu déshydraté est disponible sur le marché.

6.13 Milieux d'analyse de décarboxylase
Milieu de base

Extrait de levures 3009
Dextrose 109
Pourpre de bromocrésol (1,6% sol.ag.) 1,09

Eau distillée 100,0 mi
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Préparation: Le milieu de base est divisé en 4 portions. L-lysine & 0,5% est ajouté
a 3 portions du milied et les 4 portions sont stérilisées & 121°C pendant 15 minutes. Le
pH final aprés autoclavage doit &tre de 6,1 = 0,2, Avant utilisation, 3 ml du milieu
complet sont versés dans des petits tubes & essais stérilisés (environ 10 x 95 mm)
munis de bouchons en caoutchouc. Un tube avec le milieu de base (sans L-lysine) doit
aussi élre utilisé dans chague série d'analyse.

6.14 Bouillon phénylalanine d'urée (Urea-PPA)
(Pour le depistage de I'uréase et de la diaminase de la phénylalanine)

Extrait de levures 1049
Sulfate d’ammonium {cristallin) 20g
Chlorure de sodium 3049
Phosphate de disodium 1.2 ¢
Phosphate de sodium dihydrogéné 08¢
Phénylalanine DL-b 2049
Eau distillée 87,0 ml

Préparation: Dissoudre en chauffant doucement. Lorsque la solution refroidit &
ta température ambiante, ajouter 8 g d'urée et 3,5 ml de solution de rouge de phénol
(0,5 g rouge de phénol, 20 ml 0,1 N NaOH et 230 ml d'eau distillée). Le milieu complet
est stérilisé par filtration sur un filtre de Seitz et distribué sous conditions stériles en
portions de 10 ml, de préférence dans des bouteilles munies de bouchons & vis ou des
flacons stériles bien fermés. Pour utiliser le milieu, préparer des dilutions 1:10 (1 partie
de miligu plus 9 parties d'eau distillée stérile) et distribuer dans de petits tubes A essais
{environ 10 x 9,5 mm).

Remarque: Les réactifs pour la réaction PPA apparaissent dans ia section
6.18.

6.15 Eau de tryplone

Tryptone 10,0 ¢
Chlorure de sodium 50¢
Eau distillée 1,0 litre

Préparation: Verser dans des tubes 4 essais en portions supérieures a 5-6 ml,
Stériliser & 121°C pendant 15 minutes. Le pH final aprés autoclavage doit &tre de
75 02

6.16 Milieu MR-VP

Peptone 504
Glucose 5049
Phosphate de dipotassium 50¢
Eau distilliée 1,0 litre

Préparation: Distribuer dans des tubes et stériliser & 121°C pendant 10 minutes.
Le pH final aprés autoclavage doit 8tre de 7,5 = 0,2.
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6.17 Béta-galactosidase ou analyse ONPG

Il est recommandé d'utiliser les disques pour I'analyse ONPG disponibles sur le
marché.

6.18 Milieux de fermentation carbohydraté
Milieu de base

Peptone 100 ¢
Extrait de boeuf 200
Chlorure de sodium 50g
Solution de bleu de bromothymol 12,0 mi

(1 gramme de bleu de bromothymol et

25 ml, 0,1 NaOH, dans 475 m! d’eau

distillée)

Eau distillée 1,0 litre

Préparation: Dissoudre les ingrédients en les chauffant. Le pH final aprés
autoclavage doit &tre de 7,0 + 0,2, Diviser le milieu de base en 4 portions et ajouter les
sucres suivants dans chacune: glucose 1%, salicine 0,5% et lactose 1%. Aprés avoir
ajouté le glucose, ajouter les tubes de Durham rerversés. Stériliser a 12190 pendant
10 minutes.

6.19 Réactifs des analyses

6.19.1 Réactif de I'indole de Kovac

Paradimeéthyl amino-benzaldéhyde 5,0g
Alcool amylique 75,0
Acide chlorhydrique concentré 25,0 ml

Préparation: Dissoudre le benzaldéhyde dans I'alcool amylique et ajouter 'acide
chlorhydrique. Le réactif doit étre jaune. On ne doit utilizer que des ingrédients
d'analyse de qualité supérieure.

6.19.2 Réactifs de Barrit pour I'analyse de Voges-Proskauer

1. Naphtol alpha dans alcool absolu 0,6%
2, Hydroxyde de potassium 40,0%

Mode de procédure de I'analyse: A 1 ml d'une culture de 48 h dans le milieu
MR-VP, ajouter 0,6 mi de solution no. 1 et 0,2 ml de solution no. 2. Bien agiter aprés
I'addition de chaque réactif, Lire au bout de 5 minutes.

6.19.3 Reéactif du rouge de méthyle

Rouge de méthyle 0,1g
Alcool éthylique 300,0 ml

Préparation: Dissoudre la teinture dans I'alcool, ajouter ensuite l'eau distillée
jusqu’a 500 ml,
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Made de procédure de 'analyse: Ajouter 5-6 gouttes dans 5 ml d'une culture de
24 h dans le milieu MR-VP. Lire immédiaternent.

6.19.4 Réactifs pour la phénylalanine (pour analyse PPA, 6.14)

Acide chlorhydrique 0,1 N
Chlorure ferrique 10,0% (sol. agueuse)

Mode de procédure de I'analyse: lire I'analyse d'urée, ajouter ensuite quelques
gouttes de 0,1 N HC! jusqu'd apparition de la couleur. Ajouter quelgues gouttes de
FeCl; & 10% et agiter. Une couleur vert foncé incique une réaction positive.

6.20 Solution de thiosulfate

Préparation: Préparer une solution de thiosulfate de sodium & 10% (10 g/100 mi)
dans de I'eau distillée et stériliser sur membrane filtrante stérile (5.30 ou 9.2). On peut
omettre [a stérilisation si la solution est préparée toutes les 2-3 semaines et conservée
dans le réfrigérateur.

7. PRELEVEMENTS

Pour les details d'une campagne de prélevements, se reporter a la Partie | de
ces recommandations.

71 Prélevement i la surface de 'eau

Attacher un flacon propre et stérile & une barre de prélévement propre {5.2).
Juste avant d'immerger le flacon de prélévement, retirer le bouchon & I'émeri du flacon
sans toucher le cone du bouchon. Immerger le flacon & I'avant du bateau ou du coté
du vent lorsque le bateau avance lentement. Pousser le flagon & l'aide du bras
extenseur & 25 c¢m sous la surface de 'eau, le col du flacon dirigé vers le bas afin
d'éviter toute contamination due 4 la surface, retourner alors le flacon de préléevement
vers le haut et prendre I'échantillon (Figure 1}. On peut également remplir le flacon de
préléverment stérile directement a la rain (Figure 3).

Retirer e flacon et jeter un peu d'eau, si nécessaire, de maniére a ce qu'il reste
un peu dair dans le flacon fermé. Ce volume d'air est nécessaire pour pouvoir
homogéneaiser I'eau prélevée lors de sa réception au laboratoire. Replacer le bouchon
er verre et conserver les échantillons dans la mallette isotherme propre contenant des
sachets refrigérants & environ 4°C, en évitant de les exposer a plus de 10°C. Séparer
fes flacons les uns des autres avec du papier d’'emballage propre de maniére & éviter
la casse. Verifier la température avec une thermoméatre toutes les 3 heures. Consigner
les anomalies dans le rapport d'analyse. Efiqueter les flacons de prélévement, en
indigquant la station de prélévement, I'heure du prélévement et tous les facteurs relatifs
a l'interprétation des résultats.

7.2 Prélévement sous la surface de 'eau

Immerger e flacon stérile de prélévement en profondeur aprés I'avoir attaché &
une corde propra en riylon en évitant que le poids ne dérange les sédimenits du fond
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(Figure 2). Envoyer le messager et au bout d’'une minute, ramener le flacon et le
conserver dans une mallette thermostatique. Procéder comme pour '‘échantillon en
surface (7.1).

muu - J T——

Figure 3. Prélévement & la main sous la surface.

7.3 Prélévement d’effluents d’eau usée

L'échantilionnage de l'eau usée est relativement difficile parce que la
composition et le débit de 'eau usée non traitée sont variables. L'échantillon doit étre
prélevé a un endroit o0 if existe un bon mélange du matériel & prélever, sans anciens
dépdts. Des échantillons composites doivent &tre prélevés lorsque le but est de mesurer
la qualité moyenne sur une période de moins de 24 heures. L'échantillon doit &tre
préleve comme il est indiqué dans le paragraphe 7.1 ci-dessus. Si le flacon est rempli
directement & la main, i faut porter des gants longs en caoutchouc qui couvrent Ja main
et lavant bras.

L'échantillon d'eau représente la solution d'analyse.

Remarque: On sait que le taux de mortalité des bactéries & la température
ambiante en présence de lumiére est trés élevé. il faut donc
s'efforcer de ne prélever que le nombre d'échantillons qui pourra
étre filtré et incubé dans la journée. Si cela n'est pas possible, les
echantillons devront &tre conservés a + 4°C et analysés au plus
tard 24 heures aprés leur prélévement,
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8. LAVAGE ET STERILISATION DE LA VERRERIE ET DES APPAREILS
8.1 Lavage de la verrerie et des appareils

Toute la verrerie et tous les instruments doivent étre lavés avec un détergent non
toxique, d'abord rincés minutieusement & 'eau chaude du robinet et ensuite rincés au
mains trois fois & 'eau distillée.

8.2 Stérilisation de la verrerie et des appareils
8.2.1 Flacons de prélévement en surface (5.1)

Laver les flacons en verre comme il est décrit en 8.1. Les sécher et les stériliser
dans un stérilisateur & vapeurs séches & 160°C pendant deux heures, ou a 170°C
pendant une heure. Avant la sterilisation, placer un petit morceau de papier filtre dans
le col de chaque flacon de maniére & ce que le bouchon en verre & I'émeri ne se caince
pas lors du refroidissement. Lorsque le stérilisateur s'est refroidi et a atteint la
température ambiante, enlever ce papier filtrs avec une pince stérile et replacer le
bouchon de verre & I'émeri sur le cal de chaque flacon. Placer les flacons dans les
mallettes isothermes nettoyées au détergent. Séparer les flacons les uns des autres
avec du papier d'emballage propre de maniére & éviter la casse.

Laver tes flacons en plastique comme it est décrit en 8.1, les passer ensuite 3
Falcool & 95°. Ajouter un volume approprié d'alcool dans chague flacon et les agiter
énergiquement tout en maintenant le bouchon en place. Aprés 2-3 lavages a 'alcool,
bien égoutter les flacons et les placer dans une &tuve & 40-50°C jusqu’d évaporation
compléte de I'alcool. Placer le bouchon & sécher dans une boite de Petri.

8.2.2 Flacon de prélévement sous la surface (5.3)

Laver le flacon de prélévement sous |a surface comme il est décrit en 8.1, rincer
a l'eau du robinet et & l'eau distilée. Envelopper chague flacon dans du papier
d'emballage epais ou du papier d’aluminium et stériliser & I'autoclave a 121°C pendant
15 minutes,

8.2.3 Boites de Petri et pipettes

Nettoyer les boltes et les pipettes, introduire un morceau de coton dans le col
et les placer dans des boites en acier inoxydable. Stériliser au stérilisateur & vapeurs
séches & 160°C pendant 2 heures ou & 170°C pendant 1 heure.

Remarque: Les boites de Petri en plastique pré-stérilisées et jetables sont
peut-étre plus économigques que les boites de Petri en verre ré-
utilisables.

8.2.4 Réservoirs de filtration pour ia rampe de filtration (5.6)

Desserrer Iegerement le montage porte-filtre et envelopper tout le réservoir de
fitration avec du papier d’emballage épais ou du papier d'aluminium. Stériliser dans un
autoclave a 121°C pendant 15 minutes ou dans un stérilisateur & vapeurs séches a
160°C pendant 2 heures ou & 170°C pendant 1 heure,




il-1-16 Salmonella dans 'eau de mer at eau usde

8.2.5 Membranes filtrantes

Enlever le papier de séparation (s'il existe) et placer 10 & 12 membranes filtrantes
propres dans des boites de Petri. Les autoclaver 4 121°C pendant 15 minutes. A la fin
de la sterilisation, laisser &chapper rapidement la vapeur de maniére & réduire au
maximum F'accurnulation de condensation sur les membranes filtrantes.

Remarque: Des membranes filtrantes stérilisées sont disponibles sur le
marché.

8.2.6 Pinces

Les pinces sont enveloppées dans du papier et stérilisées a 121°C pendant 15
minutes. Si elles ont des parties en plastique qui ne supportent pas I'exposition a une
température élevée ou en cas d'urgence, faire bouillir fes pinces dans de 'eau distillée
pendant au moins 20 minutes. Les salmonelles et les organismes non-sporulants ne
supportent pas un tel traitement.

8.2.7 Tubes de culture

Fermer les tubes de culture pour milieux d’enrichissement avec des morceaux
de coton ou des bouchons en métal et les stériliser dans un autoclave 4 121°C pendant
15 minutes, ou dans un stérilisateur a vapeurs séches & 160°C pendant 2 heures ou a
170°C pendant 1 heure. Suivre la m&me procédure de stérilisation pour les petits tubes
(10 x 95 mm) utilisés pour les analyses d'urée et de decarboxylase.

9. MODE OPERATOIRE D'UNE ANALYSE
9.1 Principes de méthodologie

I 'est pas possible de procéder & une isotation ou & un dénombrament directe
des saimonelles dans I'eau de mer parce que:

a. Il n'est pas possible d'inoculer d'importants volumes d'eau de mer a la
surface des plaques de gélose.

b. Le nombre de salmonelles est tellement petit en comparaison de celui des
bactéries entériques non salmonelles qu'il est impossible de développer et
d'isoler ses caractéristiques sur des milieux sélectifs.

C. L'eau de mer est un milieu hostile et défavorable pour les entérobactéries.
Par conséquent, les salmonelles sont souvent sérieusement blessées et
donc incapables de se développer sur des milieux sélectifs ou méme des
milieux enrichis.

On a observé qu'une étape de pré-enrichissement dans un milieu non sélectif,
suivie d'une technique d'enrichissement et d'un &talement en boite sur des milieux
sélectifs, donne le recouvrernent de salmonelles |a plus élevé,
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Lisolation et le denombrement des salmonelles par cette technique améliorée
exige linoculation de grandes quantités d'eau de mer dans les milieux de pré-
enrichissement. Outre 'interférence possible d’éléments de 'eau de mer pendant I'étape
de pre-enrichissement, l'utilisation de grandes quantités de milieux, de flacons et
dlincubateurs de grande capagcité, est colteux et prend beaucoup de temps. Afin de
surmonter ces difficultes et obtenir un résultat plus prévisible, on peut utiliser une
technique de concentration en filtrant un volume approprié d'eau de mer sur une
membrane filtrante de porosité appropriée. Aprés |a filtration, la membrane filtrante est
versée dans des petits flacons contenant le milieu de pré-enrichissement; en filirant des
dilutions decimales d'eau de mer et en cultivant les membranes correspondantes, la
méthode devient quantitative. De méme que pour |a technique des tubes multiples, on
peut utiliser les tables du Nombre le Plus Probable pour calculer 1a concentration des
salmonelles dans un volume donné d'eau de mer.

Parmi les nombreux milieux d'enrichissement disponibles, on recommande le
bouillon tetrathionate de Mulier-Kauffmann incubé & 43°C comme étant le milieu de
chaix pour lisolation de Salmonetla de |a viande et des produits carnés (Anon.1975).
Cependant, un certain nombre d'articles ont montré qu'une légére modification du
mitieu de Rappaport (Rappaport et al., 1956), le milieu dit R25 (Vassiliadis et al., 1970)
incubé & 37°C était supérieur ou tout au moins aussi efficace que le bouilion
tétrathionate pour l'isolation de Salmonelfa.

Les avantages les plus importants du miliey B25 par rapport au bouillon
tétrathionate sont: 1) il est plus facile & préparer, 2) il peut &tre conservé pendant au
moins 3 mois, et 3) il est beaucoup plus économigque.

D'autres recherches menées & bien par Vassiliadis et collaborateurs (Vassiliadis
etal., 1976, 1978, 1978a, 1979, 1981, 1984; Papadakis et Efstratiou, 1980 Xirouchaki
et al., 1982) ont moniré qu’une modification plus sévére du milieu de Rappaport, le
milieu dit de Rappaport-Vassiliadis (RV) était nettement supérieure au bouillon
tetrathionate de Muller-Kauffmann pour l'isolation de Salmonella. Ces découvertes ont
&té egalement confirmées par d'autres scientifiques (Alcaide et al, 1982 van
Schothorst et Renaud, 1983; Fricker et al., 1983; Tongpin, Beumer et Kampelmacher,
1984).

Qutre les avantages indiqués pour le milleu R25, il existe un autre avantage du
milieu RV sur les autres milieux d’enrichissement: e milieu RV est plus efficace pour
inhiber les microbes compétitifs, et en particulier ceux qui produisent des colonies
semblables & Salmonella sur les plagues sélectives (Vassiliadis, 1983).

9.2  Analyse qualitative des salmonelles dans I’eau de mer

Un litre d’'eau de mer est filtré sur une ou plusieurs (en cas de bouchage)
membranes filtrantes de porosité 0,45 um, & I'aide d’'une rampe de fittration stérile. Si
l'eau de mer est trouble et bouche rapidement les membranes filtrantes, il est
recommandé de pré-filtrer 'échantilion sur un filtre.

Les membranes filtrantes, y comprises celles utilisées pour la pré-filtration, sont
transférées avec une pince stérile dans un flacon contenant 80 mi d'eau peptone
tamponnée pour I'étape de pré-enrichissement. Les membranes sont totalement
immergées dans le milieu et le flacon est incubé & 37°C pendant 18-20 heures.
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A 'aide d'une pipette stérile automatique ou de Pasteur, on verse 0,1 ml dans
10 ml de milieu RV d¢'enrichissement qui est alors incubé a 42°C pendant 24 et 48
heures. Cependant, si 'échantillon d’eau est contamine par Pseudomonas aeruginosa,
il est recommandé dincuber & 43°C ou de vérifier un grand nombre de colonies
typiques. Les colonies de P. aeruginosa ressemblent beaucoup aux colonies de
Salmonella, mais & 43°C, cet organisme est relativement inhibé tandis que les
salmonelles proliférent sans probiéme (Vassiliadis et af, 1992).

Aprés incubation, des plaques de geélose vert brillant-désoxycholate et des
plagues de gélose de Hectoen sont repiquées a des intervalles de 24 et 48 heures. Les
plagues sont incubées &4 37°C pendant 24 heures.

Les colonies de salmonelles typiques ont 2-3 mm de diamétre, elles sont lisses,
colorées en rouge et entourées d'un milieu rouge brillant. Trois & quatre de ces colonies
sont inoculées dans des tubes avec du milieu de Kligler et incubées ensuite & 37°C
pendant 16-24 heures. Les réaction typiques des saimonelles sur le milieu de Kligler
sont:

Culot
Gélose en pente

gaz et noircissement (production de H,3)
prolifération sans changement significatif de 1a couleur
d'origine du milieu {rouge).

H

Quelques souches de salmonelles peuvent &tre anaérogéniques et ne pas
produire de H,S, it est donc recommande de ne pas jeter les tubes qui ne contiennent
pas de gaz ou qui ne noircissent pas.

Bien que la technique décrite inhibe de maniére efficace la prolifération des
espéces Proteus, il est recommandé d'inoculer fe milieu de Kligler jusqu’'a 5-10 mm du
haut de la gélose inclinée. Les espéces de proteus qui produisent les mémes réactions
que les salmonelies se concentrent souvent au culot, un phénoméne facilement
reconnaissable par une observation attentive.

A partir de cultures typiques de 24 heures sur le milieu de Kligler, une analyse
d'agglutination est réalisée en utilisant les sérums polyvalent-0 et polyvalent H qui
agglutinent Salmonella. Des cultures présentant des réactions typiques et des analyses
séropositives sont repiquées sur des plaques de gélose de MacConkey, d'ol sont
transférées 1-2 colonies lisses et isolées sur des pentes de gélose de sang dans des
petits tubes, et incubées & 37°C pendant 18-24 heures. Les tubes incubés sont envoyés
au Centre de Référence de Salmonella le plus proche (ou un autre laboratoire) pour
plus de reconnaissance.

Lorsque des colonies suspectes ne donnent pas de réactions typiques, on peut
appliquer une série d’analyses différentielles (voir Table 1).

9.3 Analyse alternative qualitative pour les saimonelles dans I'eau de mer
La procédure est la méme que celle décrite dans la section précédente (9.2),

sauf pour I'usage du milieu R25 et la température d'incubation de 37°C pendant 24 et
48 heures.
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Quelques auteurs (Harvey et al.,, 1879) ont trouvé que cette technique est
meilleure pour isoler Salmonella dans I'eau. De plus, un second incubateur & 43°C ast
inutite, Cependant, 'atilisation du milieu RV et une température d'incubation de 43°C
donnent toujours une meilleure inhibition des microbes rivaux et en particulier ceux qui
produisent des colonies semblables a Salmonelfa sur les plaques sélectives.

9.4  Analyse qualitative pour 5. typhi dans 'eau de mer

Un litre d’eau de mer est filtré suivant 1a technique décrite précédemment (3.2).
e bouillon de cystine sélénite (SCB} est utilisé comme milieu d’'enrichissement a la
place du milieu RV. Le bouillon est inocuté avec 1 ml (au tieu de 0,1 ml) du flacon de
BPW et incubé a 37°C.

Aprés 24 et 48 heures d'incubation, le milisu d’enrichissement est sous cultivé
4 l'aide d’'une anse dans la gélose de sulfite de bismuth (BSA) et/ou sur des plaques
de gelose S5, Toutes les plaques sont incubées A 37°C pendant 24 heures et les
colonies suspectes sont transférées 4 des tubes de Kligler pour un diagnostique
différentiel. S'il est négatif, les plaques BSA sont incubées pendant 24 heures
supplémentaires.

Les colonies de 5. typhi cultivées sur le milieu 88 sont incolores, elles ne
fermentent pas la lactose et ont Ia consistance du beurre. Sur la gélose de sulfite de
bismuth fraichement préparée (vieille de maoins de 2 jours), S. typhi développent des
colonies foncées entourees d'un halo de couleur brune ou noire du milieu. Sur le milieu
de Kligler, 5. typhi est anaérogénique avec un léger noircissement. Pour une
identification sérologique, voir la dernidre section de cette méthode.

95 Analyses quantitatives pour les salmonelles dans I'eau de mer

Lors du dénombrement de petites quantités de salmonelles par litre, on peut
filtrer les portions d'eau de mer suivantes: 1 x 500 ml, 5 x 100 ml, et 5 x 10 ml.

Aprés filtration, toutes les membranes sont transférées dans les flacons
convenablement étiquetés avec (environ) 80 mi de BPW et incubées a 37°C pendant
18-20 heures. A l'aide d'une pipette autornatique ou d'une pipette de Pasteur, verser
0,1 ml des cultures de BPW dans des tubes correctement &tiquetés contenant 10 ml de
miliey RV. Les tubes & enrichissement sont incubés a 42°C et au bout de 24 et 48
heures les plaques de gélose de vert brillant-désoxycholate sont rayées et incubées &
37°C pendant 24 heures (ISO, 1990). Cependant, lorsque F. geruginosa est présent,
en particulier en grands nombres, Iincubation du milieu RV doit se faire & 43°C. Les
colonies semblables 4 Salmonelfla sont sous cultivées dans des tubes de gélose
ferrique de Kligler en vue de leur identification biochimigque et sérologique. On enregistre
les partions d'eau gui donnent un résultat positif pour les salmonelles et on calcule le
NPP de salmonelles par litre a I'aide des tables de NPP (Annexe 1), Par exemple, si des
salmonelles sont isolées dans Ia filtration de 500 m!, dans 3 portions de 100 m! et dans
1 portion de 10 mi, le NPP de salmonelles pour 1 litre d'eau de mer est 11 (Table 4,
Annexe 1).

La combinaison des portions d'eau qui doit étre filtrée dépend des installations
du laboratoire, de la concentration escomptée de salmonelles dans I'eau de mer, et de
I'exactitude désirée des résultats. On peut utiliser les Tables 1 45 de 'Annexe 1 comme
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référence. Les combinaisons considérées dans la Table 4 (11 filtrations) et dans la Table
5 (9 filtrations) sont généralement valables.

La determination des salmonelles dans I'eau de mer trouble, avec une forte
concentration de particules en suspension ou d'algues, exige un étape de pré-filtration
avec un filtre en papier de bonne qualité ou une membrane filtrante, Il est important de
cultiver ces pré-filires en méme temps que ies membranes filtrantes de porosité 0,45
pm correspondantes. Si I'eau n'est pas trés trouble, I'étape de filtration peut étre
achevée en utilisant 2-3 membranes filtrantes (0,45 pm), et en évitant I'étape laborieuse
de pré-filtration.

9.6 Analyse quantitative alternative pour les salmonelles

La procédure est identique & celle decrite dans la section 9.4 ¢i-dessus, sauf
pour I'utilisation du milieu R25 et une température d'incubation de 37°C pendant 24 et
48 heures.

9.7  Analyse quantitative pour S. typhi

La procédure est idertique & celle décrite dans |la section 9.3 ci-dessus, &
I'exception de plusieurs portions d'eau de mer qui doivent étre filtrées et analysées. Les
volumes d'eau de mer qui doivent étre filtrés dépendent des concentrations escomptées
de S. typhi. Les Tables 1 & 5 de I'Annexe 1 pourront servir de référence.

10. ISOLATION ET DENOMBREMENT DES SALMONELLES
DANS I’EAU USEE

10.1  Analyse qualitative

L'eau usée est trouble et contient de nombreuses particules en suspension, ce
qui oblige généralement a un étape de pré-filtration (9.3). Le volume qui doit &tre filtré
dépend de la densité escomptée de salmonelles dans I'eau analysée et peut varier de
10 & 1000 ml. Tous les filtres utilisés pendant les étapes de pré-filtration et de filtration
doivent étre introduits dans le méme flacon de BWP; la procédure analytique continue
alors comme le décrit la section 9.2 ou la section 8.3 dans le cas de la technique
d'enrichissement alternative.

La méme procédure de filtration et de pré-enrichissement est utilisée pour
l'isolation de S. typhi. Cependant, le bouillon de cystine sélénite (SCB) est utiligé
comme milieu d'enrichissement au lieu des milieux RV ou R25, et l'incubation est
réalisée comme le décrit la section 9.4. Les colonies de S. typhi typiques sur les
plaques sélectives sont ensuite identifiées comme le décrit la section 11,

10.2 Analyse qualitative alternative pour les salmonelles

La filtration de I'eau usée est souvent trés difficile & réaliser et it peut s'avérer
nécessaire d'utiliser une technique alternative pour la détection de Salmonelfa. |l a été
prouvé que le fampon de Moor est efficace et qu'il évite de prélever et de transporter
d'importants volumes d'eau usée au laboratoire, ou la filtration peut s'avérer difficile.
Pour préparer le tampon, on plie plusieurs fois une gaze ordinaire de 15 x 45 cm et on
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Fattache au milieu avec une ficelle ou un fil de fer de bonne qualité. Aprés I'avoir
enveloppé convenablemeant dans du papier de bonne qualité, le tampon est stérilisé 3
l'autoclave ou dans un stérilisateur 4 vapeurs séches. Pour I'utiliser, on déchire avec
soin le papier et 'on attache le tampon par la ficelle ou le fil de fer & 'extrémité d'un fil
de fer de bonne gualite (on recommande de ne pas utiliser une ficelle parce qu'elle est
rongee par les rats ou les souris). Un plomb {un poids en plomb ou méme une pierre)
est également attaché de manicre a ce que le tampon soit toujours immergé dans I'eau
usée, méme en cas de courant fort,

Aprés 24 heures, et de préférence apres 48 heures, on ramasse le tampon et on
le sépare du fil de fer et du plomb. On laisse égoutter le tampon (sans le serrer) et on
lenvoie immédiatement au laboratoire dans un flacon vide et stérile de 350-500 mil.
Dans le laboratcire, on ajoute 180-200 ml de BFW dans le flacon et on incube celui-ci
comme e déecrit fa section 8.3. Pour la sélection de 8. typhi, SCB est utilisé comme
milieu d'enrichissement au lieu des milieux RV et R25, et I'incubation est réalisée a 37°C
pendant 24 et 48 heures, comme le décrit la section 9.4,

10.3 Analyse quantitative

On peut trouver e nombre le plus prabable de salmonelles par litre d'eau usée
en filtrant 3 (ou &) portions de 100, 10 et 1 ml et an incubant les filtres correspondants
dans des cultures separees. L'eau usée contient généralement beaucoup de
salmonelles et il est donc recommandé d'utiliser des volumes plus petits (i.e. 10, 1 et
0.1). Dans ce cas, noculation directe de I'eau usée dans un volume 10 fois (environ)
plus grand de BPW est une méthode plus simple gue la technique de filtration. Trois
portions de 10 m! d'eau usée sont transférées dans 3 flacons contenant 50 mi de BPW,
et 3 portions de 1 m! et 3 portions de 1 mi d’une dilution & 1/10 sont inoculées dans
des tubes contenant 10 ml de BPW. L'incubation, la sous-culture dans des milieux
d'enrichissement et I'étalement en boite sur des milieux sélectifs sont identiques & ceux
décrits dans la section 9.5. La méme technigue est utilisée pour dénombrer S. typhi,
mais le milieu d’enrichissement est le SCB, commae le décrit |a section 9.4.

11.  IDENTIFICATION BIOCHIMIQUE ET SEROLOGIQUE DE CULTURES
SUSPECTES

11.1 Reactions biochimiques et sérologiques typiques

La plupart des souches Salmonella donne des réactions typiques sur le milieu
de Kligler. Cependant il faut indiquer qu'il se présentent des souches anaérogéniques
{(pas de gaz dans le culot), un exemple important &tant S. typhi C'est égalament vrai
pour la production de H,S. Quelques souches ne produisent pas de H,S (noircissement
du culot), telles que 5. paratyphi, S. pullorm, 8. senftenberg, et méme quelques
5. typhimurium. C'est pour cette raison que les cultures présentant des réactions
atypiques (pas de gaz ou pas de noircissement) sont examinées en utilisant soit une
analyse d'agglutination contre des sérums de Salmonella polyvalent-O et polyvalent-H
et/soit d’'autres analyses biochimigues.

De plus, les souches Proteus et Citrobacter peuvent ressembler & Sa/monella
sur le milieu de Kligler. Il est évident que ces cultures ne réagissent pas avec les
antisérums polyvalent-O et polyvalent-H, bien que I'espéce Proteus s'agglutine parfois.
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Les cultures de Citrobacter peuvent égalerment s’agglutiner avec du s&rum Anti-Vi, mais
le milieu de Kligler donne une identification immédiate des cultures de Proteus Une
analyse d'uree positive rapide dans le milieu urea-PPA (il devient rouge aprés quelques
heures dincubation) et les réactions positives PPA apréds 24 heures sont
caractéristiques des espéces Proteus (Table 1). Les cultures de Citrobacter peuvent
Stre excluses des espéces Salmonella par une analyse négative de lysine
décarboxylasé et des analyses positives ONPG (gquelques salmonelles sont également
positives) et parfois des analyses positives d'urée et de salicine. Les souches Shigella
ne supportent pas les techniques décrites pour les salmonelles, rmais passent parfois
au travers de SCB et se développent sur des plaques SS. |l existe irés peu de cultures
qui puissent étre facilement reconnues par I'apparence différente du milieu de Kiigler
et des autres analyses citées dans la Table 1. Escherichia, Klebsiella, Enterobacter et
Serratia donnent des réactions différentes et plutdt caractéristiques sur le milieu de
Kligler, mais ne mantrent généralement pas de colonies sembiables & Salmonella sur
les plaques sélectives. Yersinia enterocolytica, tout comme Shigella ne supportent pas
les milieux d’enrichissement et ne se développent pas sur les milieux BGDA et BSA. Les
colonies de Pseudomonas peuvent &tre prises pour des salmonelles, mais leur réaction
sur le milieu de Kligler et une analyse d'oxydase les différentieront facilement (voir
également la Table 1).

11.2 Analyse d’agglutination

Les colonies typiques ou suspectes de salmonelles doivent &tre examinées par
analyse d'agglutination. A I'aide d'une pipette pasteur, mettre une goutte de solution de
chlorure de sodium (5.24) sur une lamelle de microscope. Une suspension épaisse de
la culture suspecte est faite avec un fil droit & partir d’une gélose inclinge de Kligler Agée
de 24 heures, Le progrés du processus d’agglutination est observe a I'aide d'une loupe
aprés addition du sérum.

Les cultures de S. typhi récemment isolées peuvent ne pas s’agglutiner avec les
sérums polyvalent-O, mais elles réagissent avec le sérum spécifique anti-Vi. Une
suspension de la culture est chauffée pendant 15 minutes dans de I'eau bouillante et
aprés l'avoir laissée refroidir & température ambiante, I'analyse d’agglutination est
repetée en utilisant le sérum polyvalent-O ou le sérum spécifique anti-09.

11.3 Envoi aux centres de référence

Toutes les cultures de Salmonella positives ou suspectes sont repiquées sur le
milieu MCA, et 1-3 colonies lisses et typiques sont versées sur des géloses inclinées
préparées avec une gélose de sang dans des petits tubes 4 essai munis de bouchons
en caoutchoue. En méme temps, un nouveau tube de gélose de Kligler est inoculé et
tous les tubes sont incubés a 37°C pendant 20-24 heures. Si la réaction de Kligler est
typique, indiquant par 14 qu'il n'y a pas eu de contamination pendant fa sous-culture,
les tubes incubés sont emballés convenablement et envoyés au centre de référence de
Salmonelia le plus proche, ou tout autre laboratoire pour une compléte identification.

Remarque importante: Les méthodes décrites permettent le meilleur
recouvrernent et dénombrement des salmonelles. Cependant en sous-cultivant les
milieux RV et R25 pendant seulement 24 heures (et non pas 48 heures), les méthodes
permettent de recouvrir environ 95% des Salmonella quiseraient obteniues en utilisant
une incubation de 48 heures (Vassiliadis, 1984; communication personnelle). Les
laboratoires qui disposent de moyens et de personne! limités peuvent donc simplifier
les méthodes décrites en sous-cultivant & partir des milieux RV et R25 aprés 24 heures.
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12, RAPPORT D’ANALYSE

Table 2.  Salmonelles dans les échantillons d'eau de mer et d'eau usée.

1. Zone de prélevement 2. Numéro du point de prélevemnent:
pays! (station) longitude:
zone: latitude;
3. Maoment du prélevement heure: . jour: mois: année:

4. Conditions du prélevement et de I'environnerment

Profondeur du prélavernent: Numéro de fa boite
Température & la profondaur du prélevement:
Salinité a la profondeur du prélavamant: Durée de stockage:

(d'avtres facteurs qui peuvent influer sur les résultats seront indiqués en 10)

5. Moment de la pré-filtration  heure: . jour: / /
€. Moment de la filtration heure: . jour: / /
7. Analyse Qualitative et Guantitative pour les Salmonalles (5. typhi comprise)
Milieu de culture: Volume du Réactions
Début pré-enrich.;  heure: jour: _/ /  prélevement positives
Firt pré-enrich,; heure: four /[ 500 .
Début incubation:  heurs: jours _/ / o
Fin incubation; heure: jour: _ /[ o o _
Incub. Kiigler: heure: jour /4 /
Fin incubation: heure. jour: /[ 8. Résultat de 'analyse:
Nombre de cultures positives: Salmonelleslitre
8. Analyses sérologiques et différentielles; Intervalle de confiznce de 95% !
( : )
10. Anomalies abservées pendant la procédure d'analyse:
11. Adresse compléte de lnstitution gui 12, Noma(s) et signature(s) de ia/des
a réalisé 'analyse: personne(s) qui a/ont réalisé 'analyse;

Date:
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ANNEXE 1

TABLES POUR DETERMINER LE NOMBRE LE PLUS PROBABLE (NPF)
D'ORGANISMES SALMONELLA PRESENTS DANS 1000 mi D'EAU DE MER

Ces tables indiquent le nombre escompté de salmonelles pour 1000 ml d'eau,
correspondant & plusieurs combinaisons de résultats positifs et negatifs dans les
portions utilisées pour 'analyse.

Table 1. NPP et limites de conflance & 95% de plusieurs combinaisons de

résultats positifs et négatifs dans cing portions de 100 ml.

Nombre de tubes donnant Limites de confiance 4 85%
des reactions positives sur
5 de 100 mi NPP inférieur Supérieure

)] €22 0 8,0

1 22 0,1 12,8

2 5,1 0,5 18,2

3 9.2 1.6 29,4

4 16,0 3,3 529

ta) > 16,0 8,0 Infini

Table 2. NPP et limites de confiance a 95% de plusieurs combinaisons de
résultats positifs et négatifs dans une portions de 500 m! et cing portions
de 100 mi.
Nombre de tubes donnant Limites de confiance & 5%
des réactions positives sur
1 de 500 ml 5 de 100 ml NPP Inférieur Supérieur
chacun chacun
0 1 1 < 0,5 4
0 2 2 < 0,5 6
0 3 4 < 0,5 11
0 4 5 1 13
1 0 2 < 0,5 6
1 1 3 < 0,5 9
1 2 8 1 15
1 3 9 21
1 4 16 4 40
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Table 3. NPP et limites de confiance a 95% pour plusieurs combinaisons de

résultats positifs et négatifs pour cing portions de 100 ml, ¢ing portions

de 10 il et cing portions de 1 ml.
Nombre de tubes donnant Limites de confiance a
des réactions positives sur 95%
NPP
5 de 100 ml 5 de 16 ml 5 de 1 mi Infariaur Supérieur
chacitn chacun chacun

0 0 0 2 < 0,5 7
0 1 0 2 < 0,5 7
0 2 0 4 < 0.5 11
1 0 0 2 < 05 7
1 0 1 4 < Q.5 11
1 1 0 4 =< 0,5 11
1 1 1 G < 0.5 15
1 2 0 & < 0,5 15
2 G 0 5 < 0,5 13
2 0 1 7 1 17
2 1 0 7 1 17
2 1 1 g 2 21
2 2 Q 9 2 21
2 3 0 12 3 28
3 0 0 g 1 19
3 #] 1 11 2 25
3 i 0 11 2 25
3 1 1 14 4 34
3 2 0 14 4 34
3 2 1 17 5 46
3 3 G 17 5 45
4 0 0 13 3 Y
4 0 1 17 ] 45
4 1 o 17 5 4G
4 1 1 21 7 &3
4 1 2 26 9 78
4 2 0 22 7 &7
4 2 1 26 2] 758
4 3 4 27 2] g0
4 3 1 33 1" 93
4 4 0 34 12 @6
5 o] o 23 7 70
5 0 i b 11 83
9 0 2 43 15 114
5 1 ¢ 33 1 o3
5 1 1 45 16 120
2 1 2 63 21 154
9 2 ¢ 43 17 126
5 2 1 70 23 168
5 2 2 94 28 218
5 3 Q 79 29 187
5 3 3 108 a1 253
5 3 2 141 37 343
2 a 3 175 44 203
5 4 0 130 35 302
5 4 1 172 43 486
3 4 2 221 57 558
5 4 3 278 a0 848
5] 4 4 345 17 999
5 5 G 240 68 754
2 5 1 348 118 1005
5 5 2 542 180 1405
5 3 3 918 303 3222
9 2 4 1609 535 5805
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Table 4. NPP et limites de confiance & 95% pour plusieurs combinaisons de
résultats positifs et négatifs pour une portion de 500 mi, cing portions de
100 mil et cing portions de 10 ml.

Nombre de tubes donnant Limites de confidence
des réactions positives sur ‘ a 95%
1 de 500 mil 5 de 100 m! S de 10 ml NFP Inférieur Supérieur
chacun thacun chacun
0 Q 1 1 < 0,9 4
0 Q 2 2 = Q5 6
0 1 0 1 < (0,5 4
0 1 1 2 <05 5
0 1 2 3 < 0,5 g
0 2 0 2 < 0% &
0 2 1 3 < 05 g
¢] 2 2 4 < 05 11
0 3 0 3 « 05 8
¢ 3 1 5 « 05 13
0 4 Q 5 < 0,5 13
1 0 0 1 = 05 4
i 9] 1 3 = 05 8
1 0 2 4 <05 11
1 Q 3 5] < 0,5 15
1 1 0 3 < 05 B
1 1 1 3 < 0,5 13
1 1 2 7 1 17
1 1 3 g ? 21
1 2 0 5 = 05 13
1 2 1 7 1 17
i 2 2 10 3 23
1 2 3 12 3 28
1 3 0 g 2 19
1 3 1 11 3 26
1 3 2 i4 4 34
1 3 3 18 5 53
1 3 4 21 6 G&
1 4 0 13 4 |
1 4 1 17 5 a7
1 4 2 22 7 [=4]
1 4 3 28 o 85
1 4 4 35 12 im
1 4 5 43 15 117
1 5 G 24 g 73
1 5 1 35 12 101
1 5] 2 54 18 138
1 5 3 62 27 217
] 8 4 1681 39 = 450
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Table 5. NPP et limites de confiance & 95% pour plusieurs combinaisons de
résultats positifs pour trois portions de 100 mi, trois portions de 10 mi et
irois portions de 1 ml,

Nombre de tubes donnant Limites de confiance
des réactions positives sur N a 95%
3 de 100 mil 3 de 10 ml 3de1ml NPP Inferieur | Supérieur
chacun chagun chacun
0 0 1 3 < 0,5 9
0 1 0 3 < 0,5 13
1 0 0 4 <05 20
1 0 1 7 1 21
1 1 0 7 1 23
1 1 1 11 3 36
1 2 0 11 3 36
2 0 0 9 1 38
2 0 1 14 3 37
2 1 0 15 3 44
2 1 1 20 7 89
2 2 0 21 4 47
2 2 1 28 10 149
3 0 0 23 4 120
3 0 1 39 7 130
3 0 2 64 15 379
3 1 0 43 7 210
3 1 1 75 14 230
3 1 2 120 30 380
3 2 0 93 15 380
3 2 1 150 30 440
3 2 2 210 35 470
3 3 0 240 36 1300
3 3 2 1100 150 4800
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1. INTRODUCTION

Les objectifs d’ensemble du Programme 2 long terme de surveillance continue
et de recherche en matiére de pollution de la mer Méditerranée (MED POL Phase II),
qui constitue la composante de I'évaluation de I'environnement du Plan d'Action pour
la Mediterranée, adopté par les gouvernemenis de la region en 1975, comprend
'évaluation, de fagon continue, de I'état de la pollution de la mer Méditerranée,
lidentification des points d'entrée, les voies et les effets des polluants qui y entrent, et
I'établissement des tendances saisonniéres des niveaux de pollution,

Afin d'aider les laboratoires qui participent & cette activité et afin d'assurer le
degreé nécessaire d'inter-comparaison des données, le Programme des Mers Régionales
du PNUE en coopération avec les agences specialisées du systéme des Nations Unies
ainsi qu'avec d'autres organisations, a mis au point une série de méthodes de reférence
et de recommandations. Dans ces méthodes et recommandations, le style utilisé par
I'Organisation Internationale de Normalisation (ISO) a eté suivi d'aussi prés que
possible,

De méme qu'avec les autras méthodes et recommandations de microbiologie
pour les effluents, les eaux & usage récréatif et tes zones conchylicoles, la version
originale de ce document a &té préparée par F'Organisation Mondiale de la Santé dans
le cadre du Programme MED POL et publi¢e par le Programme des Mers Régionales
du PNUE comme partie intégrante de sa série de Méthodes de Référence pour les
études de poliution marine.

La préparation matérielle des méthodes ot des recommandations dont est
responsable 'OMS est confiée & des microbiologistes compétents qui possédent une
expérience des caractéristiques du milieu marin de la Méditerranée. Lorsque le brouillon
est prét, des experts internationaux révisent chaque méthode, soit in dividuellement, soit
(géneralement) au cours de réunions de consultation, Lorsque les méthodes et les
recommandations sont publiées sous leur forme définitive, elles sont distribuées aux
laboratoires méditerranéens et sont périodiquement mises & jour et/ou révisées en se
fondant sur Fexpérience.

2. PORTEE ET DOMAINE D’APPLICATION

La methode décrite convient pour la détermination de Staphylococcus aureus
dans les eaux cOtiéres de baignade des mers tempérées et subtropicales, ainsi que
dans les eflluents d'eau usée. Elle a &té établie comme parametre d'appui pour la
surveillance sanitaire des eaux cotiéres.

Cette méthode utilise un procédé de filtration sur membranes qui permet la
concentration des bactéries avant leur incubation et qui présente un grand avantage
pour l'estimation de faibles concentrations bactériennes. Les colonies S. aureus
typiques qui se développent sur le milisu apres une incubation de 24 heures sont
coagulase positives (principale analyse de diagnostic pour 8. aureus) et ne demandent
pas de confirmation. La méthode fait done gagner du temps et du travail.

Toutes les souches de 8. aureus coagulase positives sont des agents
pathogenes potentiels et sont responsables d'un grand nombre d'infections. On les
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trouve dans les membranes nasates, les follicules pileux, la peau et le périnée des
animaux & sang chaud. Leur présence dans les eaux da baignade est sans aucun
doute d'origine humaine. On a établi gu'elles sont rejetées par les baigneurs pendant
la baignade sous toutes ses formes et on a recommands qu'elles servent d'indice de
pollution des baigneurs dans les piscines puisque S. aureus sont plus résistants au
chlore que les coliformes. 8. aureus résiste au sel et & certains facteurs
bactériclogiques et peut par conséquent survivre en miliey marin, constituant ainsi un
danger sanitaire potentiel pour les baigneurs dans les plages trés fréquentées.

3. DEFINITION

Staphylococcus aureus sont des sphéres, d'un diamétre de 0,5-1,0 um. Les
cellules sont simples ou doubles. Quelques rares souches produisent des cellules avec
une capsule; ce sont des bactéries Gram-positives, non motiles, aérobies, anaérobies
facultatives et catalase positives . La paroi de la cellule contient de |'acide
peptidoglycane et de I'acide teichoide. Les colonies sont lisses, surélevées, brillantes,
circulaires, entiéres et transiucides et les colonies simples peuvent avoir un diamétre de
6-8 mm sur les milieux non sélectifs.

Dans les conditions décrites dans ce document, les colonies de 8. aureus
apparaitront comme des points gris & noirs entourés d'une zone legérement
fluorescente sur le filtre et d'un précipité blanc opaque dans la gélose sous la colonie.

4. PRINCIPES

A partir d'un &chantillon d’eau de mer ou d'eau usée prélevé en conditions
stériles, une série de dilutions est effectuée selon |la quantité de staphylocoques
escomptee dans I'échantilion d'eau. Des quantités aliquotes de cette série de dilutions
sont filtrées sur des membranes filtrantes de porosité 0,45 um. Les membranes de
filtration sont placées & la surface de la gélose 4-S et incubées 4 42,0 = 0,2°C pendant
24 heures. Les colonies grises A noires sur une zone de precipité opaque dans la
gélose sont des staphylocoques coagulase positifs,

Le chlore résiduel, s'il y en a, est neutralisé par addition de thiosulfate dans e
flacon de prélevement avant I'autoclavage.

5. APPAREILS ET VERRERIE

5.1 Flacons pour prélévement en surface de 'eau de mer ou de I'effluent en verre
foncé borosilicaté, d’une capacité de 200-300mi, avec une ouverture large et des
bouchons 4 I'émeri, ou flacons en plastigue d'une capacité semblable avec des
bouchons hermétiques.

5.2 Barre de préldvement en matiére non corrosive munie d'une pince pour tenir le
flacon de prélevement (Figure 1).

5.3  Flacon pour le prélévement sous la surface, du modéle décrit dans la Figure 2
ou d'un modéle semblable, lesté et muni d’'une corde en plastique.
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1} Immergear [¢ col du flacon \_\"“- ™
220-30 cm sous 1a surface -

2) Retourner le lacon de 1§0° \/

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

CABLE

MESSAGER

— TUBE EN VERRE
[SERA CASEE PAR LE MESSAGER)

TUYAUEN
CAOQUTCHOUC

S FOND LESTE

Figure 2. Flacon pour prélévements stériles sous la surface.
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Mallettes isothermes en plastique avec sachets réfrigérants ou glaciéres
semblables (équipement de camping) pour conserver les échantillons.
Thermométre gradué de 0 4 50°C, avec une précision de = 1°C, de préférence
en plastique incassable, pour vérifier 1a température dans les mallettes en
plastique.
Appareil de filtration pour membranes filtrantes d'un diameétre de 4,7 ¢m,
comprenant au meins trois unités de filtration pour la filtration simultanée, en
verre borosilicaté ou autre matiere autoclavable non toxique (pas de porte-filtres
ni d'entonnoirs en métal), complété par une pompe & vide électrique ou une
trompe 4 eau.

Etuve & air avec contrle thermostatique 4 42,0 + 0,2°C, de préférence avec une
chemise d'eau.

Microscope stéréoscopique de grossissement 10-15x, ou un compteur de
colonies sur fond noir de grossissement 2-3x.

Autoclave, maximum 2 atmosphéres, électrique ou & gaz.

Stérilisateur & vapeurs séches a 170°C.

pH métre, précision = 0,1 unité pH,

Pinces en acier inoxydable.

Balance de précision & + 1 mg.

Réfrigérateur avec contrdle thermostatique a 4 + 2°C.

Agitateur (type Vortex) pour mélanger les liquides dans les tubes de culture.
Boltes de Petri en verre borosilicaté, diamétre 5 cm, avec boites de rangement
en acier inoxydable pour la stérilisation, ou bien des boltes de Petri en

plastique, pré-stérilisée ef jetlables,

Flacons de Erlenmeyer en verre borosilicaté pour la préparation des milieux,
d'une capacité de 250 ml, 500 mi et 1 litre.

Tubes de culture de bactériclogie en verre borosilicaté.

Pipettes & écoulement total en verre borosilicaté, d'une capacité de 1, 10 et
20 ml, avec boltes de rangement en acier inoxydable pour la sterilisation.

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

Anses de bactériologie, diamétre 3 mm.

Papier d’emballage épais.
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5.26

5.27
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6.1

Papier d'aluminium (qualité ménage).

Membranes filtrantes, porosité 0,45 um, diamétre 4,7 cm.

Remarque: Le fabriguant doit garantir que les membranes filtrantes de 0,45
pm de porosité ne contiennent aucune substance pouvant inhiber
la croissance et le développement des bactéries. Les maeilleures
filtrations sont obtenues en utilisant des membranes & base

d’esters mixtes de cellulose,

Appareil de filtration pour préparer les solutions stériles (fitre de Seitz ou

semblable).
Mélangeur avec coupelles autoclavables.
"Stomacher” avec sacs en plastique.

Papier filtre.

MILIEUX DE CULTURE, PRODUITS CHIMIQUES ET SUSPENSION

MICROBIENNE STOCK

Remarque: Lacomposition des milisux est basée sur des solutions d'un litre
ou des unités du méme ordre. Avant la préparation des milieux et
des solutions, il faut établir les besoins réels et choisir les

guantités en conséguence,
Gélose 4-5

6.1.1 Base de la gélose {modifiée)

Extrait de levures 25¢g
Digestion pancréatique de caséine

{ou tryptose) 5049
Glucose 1,049
Gélose 1500
NaCl 50,0 ¢
Eau distillée 1,0 litre

Remarque: On peut utiliser la gélose de comptage au lieu des quatre
premiers ingrédients, en suivants les indications du fabriquant.

Préparation: Dissoudre les ingrédients en les faisant bouillir et les stériliser &
121°C pendant 15 minutes (pH final environ 7,0). Refroidir & environ 55°C et ajouter
aseptiquement 30 mi de solution de jaune d'oeuf (6.1.2) et 3 ml de tellurite de
potassiumn stérile 4 1% (6.1.4), bien mélanger et verser 4-5 mi dans chaque boite de
Petri. Dés que la gélose s'est solidifiée dans les boites de Petri, les retourner et les
mettre dans le réfrigérateur ol elles peuvent rester 30 jours, si elles sont enfermées
dans des sacs en plastique. Vérifier la stérilité en incubant une plague 4-8 vierge sans

membrane filtrante.
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Remarque: La surface de la gélose ne doit pas étre trop séche, car dans ce
cas, la membrane filtrante n'adhérerait pas a la surface de la
gélose et empécherait la diffusion des substances nutritives aux
organismes présents sur la membrane. Dans ce cas, aucune
colonie ne se développeralt.

6.1.2 Solution de jaune d'oeuf

Mélanger stérilement des volumes égaux de jaune d'oeuf et de sérum

physiologique stérile (6.1.3) et homogénéiser en mélangeant pendant quelques
secondes dans un mélangeur ou un "stomacher” stérile. Un jaune d'oeuf équivaut & 16-
18 ml. Cette solution est disponible sur le marché.

6.1.3 Sérum physiologique stérile

NaCl 8,5 g
Fau distillée 1,0 litre

Fréparation: Dissoudre le chlorure de sodium en mélangeant et verser les

quantités désirées dans les flacons de Erlenmeyer. Autoclaver a 121°C pendant 15
minutes.

6.1.4 Solution de tellurite de potassium

Tellurite de potassium 1.0g
Eau distillée 100,0 ml

Préparation; Mélanger pour dissoudre le tellurite de potassium, stériliser par

filtration (5.25) et conserver au réfrigérateur. Jeter lorsque la solution devient foncée.

6.2 Tampon phosphate (pH = 7.,2)

K,HPO, 309

KH,PO, 1,0 g

Eau distillée 1,0 litre

6.2.1 Tampon phosphate pour filtrations

Préparation: Dissoudre tous les ingrédients et autoclaver & 121°C pendant 15
minutes.

6.2.2 Tampon phosphate pour dilutions

Préparation: Dissoudre tous les ingrédients et verser 9 ml dans les tubes & essai

utilisés pour la préparation de la série de dilutions, et autoclaver a2 121°C pendant 15
minutes ou verser aseptiquement avec une pipette stérile des portions de 9 ml de
tfampon stérile (6.2.1) dans des tubes & essais stériles.
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6.3 Solution de thiosulfate

Préparation: Préparer une solution de thiosulfate de sodium & 10% (10 g/
100 ml) dans de 'eau distillée et stériliser en filtrant sur une membrane filtrante stérile
(5.25 ou 8.5). [l n'est pas indispensable de stériliser si 'on prépare la solution toutes les
2-3 semaines et si on la conserve au réfrigérateur.
6.4 Base de gélose de sang (BA)

Muscle de coeur de boeuf, infusion de 375,0 g

Tryptone 100 ¢
Chlorure de sodium 204
Gélose 1509
Eau distillée 1,0 litre

Preparation: Dissoudre les ingrédients dans 1 litre d'eau distillée et amener
doucement a ébullition. Distribuer des portions de 5 ml dans des tubes A essai.
Stériliser @ 121°C pendant 10 minutes. Refroidir les tubes de maniére & farmer des
géloses inclinées. Le pH final aprés autoclavage doit &tre de 7,4 + 0,2. Les g&loses
inclinées peuvent étre conservées & 4°C pendant 4 semaines.

6.5 Infusion de coeur et de cervelle

Cervelle de veau, infusion de an0,0 g
Coeur de boeuf (viande), infusion de  230,0 g
Peptone caséine/viande (50/50) 10,0 g
Glucose (dextrose) 20g
Chlarure de sodium 50¢
Phosphate de disodium 2509
Eau distillee 1,0 litre

Préparation: Dissoudre les ingrédients dans un litre d’eau distillée. Verser des
portions de 5 ml dans des tubes & essai. Autoclaver a 121°C pendant 15 minutes. Le
pH final aprés autoclavage doit étre de 7,4 + 0,2, Les tubes peuvent étre conservés A
4°C pendant 6 mois.

6.6 Plasma de lapin

1-2 mg de EDTA (éthyléne-diamine-tetraacétate) pour 1 ml de sang de lapin.
(Vérifier la présence d'antibiotiques, interférence avec 'analyse de la coagulase).

6.7 Eau distillée

Utiliser seulement de I'eau distillée dans des appareils de distillation entiérement
en verre ou en quanz ou de I'eau provenant d'osmose inverse (RO). L'eau dé-ionisée
est également acceptable si elle est produite dans des appareils qui ne dégagent pas
de substances toxiques.
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Remargue: LUeau distillée disponible sur le marché est souvent produite dans
des appareils en cuivie ou en zinc et est trés toxique pour les
bactéries. Avant d'utiliser une telle eau, il faut vérifier sa toxicité
avec une suspension microbienne stock de 5. aureus.

6.8 Détergenis pour nettoyer la verrerie et les appareils

Utiliser seulement des detergents recommandés par les fournisseurs de matériel
de bactériologie. Si un tel détergent n'est pas disponible, faire un essai avec un
détergent de ménage en utilisant une suspension microbienne stock de 8. aureus.

Remarque: Ne jamais utiliser de solution & base d’acide sulfochromé toxique
pour le lavage de la verrerie.

6.9 Alcool ethylique a 95% pour les analyses

6.10 Suspension microbienne stock d’une souche de 8. aureus

7. PRELEVEMENTS

Pour les details d'une campagne de prélévements, se reporter & la Partie | de
ces recommandations.

71 Prélévement a la surface de I'eau

Attacher un flacon propre et stérile & une barre de prélévement propre (5.2).
Juste avant d'immerger le flacon de prélévement, dter le bouchon en verre & 'émer)
sans toucher le col du flacon. Immerger la bouteille & 'avant du bateau ou du cdté du
vent lorsque [e bateau avance lenterment. Pousser le flacon & Paide du bras extenseur
a 25 ¢m sous la surface de 'eau, le col du flacon étant orienté vers le fond de maniére
a eviter toute contamination due A la surface de I'eau. Retourner alors le flacon et
prélever I'échantillon (Figure 1). Le flacon de prélévement stérile peut également &tre
rempli & la main (Figure 3).

Retirer le flacon et jeter un peu d'eau, si nécessaire, de maniére a ce qu'il reste
un peu d'air dans le flacon fermé. Ce volume d'air est nécessaire pour homogénéiser
I'échantilion d’eau dans le laboratoire. Remettre le bouchon en verre et conserver les
echantillons dans une mallette isotherme propre contenant des sachets réfrigérants a
environ 4°C, en évitant de les exposer & plus de 10°C. Séparer les flacons les uns des
autres avec du papier d'emballage propre de maniére a éviter la casse. Vérifier la
temperature avec un thermometre toutes les 3 heures. Signaler les anomalies dans le
rapport d'analyse. Etiqueter les flacons de prélévement en indiquant la station de
prélévement, le moment du prélévement ainsi que les autres paramétres relatifs a
l'interprétation des résultats.

7.2  Prélévement sous la surface de I'eau
Immerger le flacon stérile pour les prélévements en profondeur (5.3) aprés I'avoir

attache a une cordelette propra en nylon, en évitant que le fond lesté ne dérange les
sédiments du fond (Figure 2). Envoyer le messager et au bout d'une minute, retirer le
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flacon et le placer dans une mallette isotherme. Procéder ensuite comme pour le
prélévement en surface (7.1).

7.3 Prélévement des effluents d’eau usée

Le prélévement d'eau usée est relativement difficile parce que tant la
composition que le débit de I'eau usée non traitée sont trés variables. Les échantillons
seront prélevés A des points o il existe un bon mélange de matériels & analyser, non
altérés par d'autres dépdts. On prélévera des échantillons composites lorsqu'il s’agira
de mesurer la qualité moyenne sur une période inférieure & 24 heures. L'échantillon
sera prélevé comme il est décrit en 7.1 ci-dessus. Si le flacon est rempli & la main, on
portera des gants longs en caoutchouc qui couvrent fa main et 'avant-bras.

L'échantillon d'eau représente la solution d'analyse.

Remarque: On sait que le taux de mortalité des bactéries a température
ambiante et en présence de lumidre est trés &levé. Tous les
efforts seront donc faits pour ne prélever que le nombre
d'échantillons qui pourront &tre filtrés et mis en culture le méme
jour. Si cela n'est pas possible, les échantillons seront conserves
4 + 4°C et analysés moins de 24 heures aprés le prélevement.

Figure 3. Prélévement & la main sous la surface.
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8. MODE OPERATOIRE D'UNE ANALYSE
8.1 Lavage de la verrerie et des appareils

Toute la verrerie et tous les appareils seront lavés d’abord avec du détergent non
toxique, rincés minutieusement & I'eau chaude du robinet et rincés ensuite au moins
trois fois avec de I'eau distillée.

8.2  Stéritisation de la verrerie et des appareils
8.2.1 Flacons de prélévement en surface (5.1)

Laver les flacons en verre comme il est décrit en 8.1, Sécher et stériliser les
flacons au stérilisateur & vapeurs séches & 160°C pendant 2 heures, ou & 170°C
pendant 1 heure. Avant la stérilisation, placer un petit morceau de papier filtre dans le
col de chaque flacon de maniére & ce que le bouchon en verre ne coince pas aprés
refraidissement. Aprés refroidissement et lorsque le stérilisateur a atteint la température
ambiante, Oter ce papier filtra avec une pince stérile et replacer le bouchon en verre &
I'émeri sur le col de chaque flacon. Placer les flacons dans les mallettes isothermes
nettoyées au détergent, Séparer les flacons les uns des autres avec du papier
d'emballage propre de marniédre & éviter la casse.

Laver les flacons en plastique comme il est décrit en 8.1, et les passer ensuite
a l'alcool 4 95%. Aprés avoir ajouté un volume d'alcool approprié dans chague flacon,
les secouer énergiquement en maintenant le bouchon a sa place. Apres 2-3 nettoyages
A T'alcool, bien égoutter les flacons et les conserver dans un stérilisateur 3 40-50°C
jusqu’a évaporation totale de I'alcool. Les bouchons seront mis & sécher sur une boite
de Patri.

Remarque: Sil'on suspecte la présence de chiore résiduel dans I'échantillon
d'eau, ajouter 0,1 ml d'une solution de thiosulfate & 10% (6.3)
pour 100 ml d'échantillon dans les flacons de prélévement avant
stérilisation. Cette quantité est suffisante pour neutraliser environ
15 mg de chlore résiduel par litre.

8.2.2 Flacon de prélévement sous la surface (5.3)

Nettoyer le flacon de prélévement en profondeur comme il est décrit en (8.1),
rincer avec de I'eau du robinet et de I'eau distillée. Envelopper chague flacon dans du
papier d'emballage épais ou du papier d’aluminium et les autoclaver a 121°C pendant
15 minutes.

8.2.3 Boites de Petri et pipettes

Nettoyer les boites et les pipettes, introduire un morceau de coton dans le col,
les placer dans des boites en acier inoxydable et les stériliser dans un stérilisateur 3
vapeurs séches a 160°C pendant 2 heures ou & 170°C pendant 1 heure.

Remarque: Les boites de Petri pré-stérilisées en plastique et jetables sont
plus &conomiques que les boites de Petri en verre & usages
multiples,
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8.2.4 Réservoirs de filtration pour rampe de filtration (5.6)

Dévisser légérement le réservoir de la rampe de filtration et envelopper tout le
réservoir de filfration dans du papier d'emballage épais ou du papier d'aluminium.
Stériliser dans un autoclave & 121°C pendant 15 minutes ou dans un stérilisateur &
vapeurs séches & 160°C pendant 2 heures ou & 170°C pendant 1 heure.

8.2.5 Membranes filtrantes

Refirer le papier d’'emballage (il v en a un) et placer 10 4 12 membranes
filtrantes dans des boites de Petri. Les autoclaver 4 121°C pendant 15 minutes. Aprés
sterilisation, laisser ¢'échapper rapidement la vapeur de manidre & réduire
'accurmnulation de buée sur les membranes filtrantes.

Remarque: Des membranes filtrantes stéritisées sont disponibles sur le
marche,

826 Pinces

Steriliser les pinces en les plongeant dans de 'alcool éthylique & 95% et en les
flambant. Laisser refroidir avant de prendre les mermbranes filtrantes.

8.3 Choix du volume de prélévement et des séries de dilution

Apres incubation, les membranes filtrantes devront présenter entre 20 et 60
colonies et pas plus de 150 colonies. Si des expériences antérieures pour déterminer
les séries de dilution avec des é&chantillons d'eau de mer non poliuée ne sont pas
disponibles, filtrer les volumes suivants de I'"échantillon original: 100 ml, 10 ml, 1 m! et
0,1 mi {Figure 4). Les dilutions seront plus grandes pour les eaux polluées et pour les
effluents d’'eau usée.

8.4 Préparation des séries de dilution

Aprés avoir énergiquement agité I'échantilion, préparer la série de dilution en
prenant 1 mi d'echantillon original avec une pipette stérile (Figure 3, dilution D-0) et en
le versant dans un tube de culture contenant 9 m! de lampon phosphate (6.2.2) de
maniére a obtenir la premiére dilution (D-1). Agiter vigoureusement & la main ou mieux
avec un agitateur. Continuer la préparation de la série de dilution en prenant 1 m! de
la premiére dilution (D-1) et en la versant dans un nouveau tube de culture contenant
9 mi de tampon phosphate (6.2.2) de maniére & obtenir la seconde dilution {D-2). On
obtiendra les niveaux de dilution désirés en appliquant cette procédure de dilution de
fagon systématique.

Avant de verser un volume d'eau, agiter énergiquement I'échantilion ariginal et
les dilutions préparées de maniére 4 s'assurer que les portions d'eau obtenues sont
représentatives de I'échantillon d'eau original,
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Echanmtillon D-0

Tampon phosphate crigral

20 m! chague fois
(3 fois)

1 ml 10ml 100 ol

ﬂ 0.2
1mil
L /
1l
|

0.0 mil 0.l 1 ml 10 ml 100 rn!

dechantilon original sur chague Fii

Figure 4. Préparation de la série de dilutions et mode opératoire de la filtration.

8.5 Mode opératoire de Ia filtration

Agiter énergiquement chaque échantillon d’eau et toutes les dilutions préparées
de maniére & assurer une dispersion uniforme des bactéries dans chaque portion
d'échantitlon analysée.

Commencer par filtrer la dilution la plus élevée .e. D-2) afin d'éviter des
contaminations par des échantillons contenant des bactéries en plus grandes
concentrations. Utiliser un réservoir de filtration stérilisé pour chague série de dilutions.
Placer les membranes filtrantes stérilisées & I'aide d’une pince sterilisée & la flamme sur
le plateau poreux de la rampe de filtration. Déposer soigneusement le réservoir
correspondant sur le réceptacle et le bloguer. Verser dans le réservoir environ 20 ml de
solution tampon phosphate (6.2.1). A 'aide d'une pipette stérilisée verser 1 ml de la
dilution D-2 dans Ia solution tampen phosphate contenue dans le réservoir. Filtrer sous
vide partiel. Laver encore deux fois les parois du réservoir avec chaqgue fois 20 ml de
solution tampon (8.2.1). Débloquer et retirer le réservoir, oter immédiatement les
membranes filtrantes avec la pince stérflisée A la flamme et placer cette membrane sur
la gélose coulée dans la boite de Petri avec un mouvement tournant de maniére 3
éviter la formation de bulles d’air. Avant de filtrer fa dilution suivante (D-1) de fagon
identique, filtrer 20 mi de solution tampon phosphate (6.2.1) dans I'unité de filtration.
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Dans le cas d'effluents d'eau usée, I'échantillon est parfois trouble A cause des
nombreuses particules en suspension et il faut alors procéder & un mélange. Si la
turbidité de I'échantillon d'eau empéche toute filtration sur membrane fitrante, la
méthode du Nombre le Plus Probable est une aliernative valable. Le volume d'effluent
qui sera filtré dépendra de fa densité escomptée de Staphylococcus et peut varier entre
10 mt et 1000 ml.

86 Incubation

Les boites de Petri contenant les membranes filtrantes sur la gélose 4-8 (6.1.)
sont fermées et immédiatement incubées 4 42,0 = 0,2°C pendant 24 heures. Efectuer
un test de stérilité en incubant également une boite de Petri contenant le milieu (6.1.1)
sans membrane filtrante et une autre boite de Petri contenant le milieu et une
membrane filtrante lavée avec 20 ml de solution tampon phosphate.

8.7 Dénombrement et interprétation

Avec un microscope stéréoscopique ou un appareil similaire, ne compter que
les colonies grises & noires sur une zone blanche opaque. Au soleil, les colonies
présentes sur le fililre sont entourées d'une zone fluorescente claire et e précipité
opaque se distingue clairement sur la couche de gélose lorsque I'on souldve le filtre
avec la pince stérile. Pour une autre évaluation, il est possible d'enlever le filtre et de
compter le norbre de cercles opaques sur la gélose qui correspond au nombre de
colonies sur le filtre.

Remarque: On peut transférer les colonies douteuses sur une gélose
nutritive, incubées pendant 24 heures a 37°C £ 1°C et vérifier leur
production de coagulase et teinture de Gram. Ceci n'est
généralement pas nécessaire.

8.8 Analyse de la coagulase

Veérifier la production de coagulase des colonies douteuses de S. aureus. Mettre
en culture chaque colonie typique de 8. aureus sur une gélose de sang inclinée BA
{8.4). Incuber les géloses inclinées BA & 37°C pendant 24 heures. A partir de chague
gelose inclinée BA inoculer un tube dinfusion de cervelle et de coeur et incuber les
tubes & 37°C pendant 18-20 heures. Verser 0,1 ml (2 gouttes) dans un tube contenant
0,5 ml de plasma de lapin (8.6) dilué (1:3). Incuber & 37°C et ohserver toutes les heures
pendant 3 heures. L'apparition d'une coagulation pendant la péricde d'incubation de
3 heures constitue une réaction positive indiquant la présence de 8. gureus.

9. EXPRESSION DES RESULTATS
9.1 Calcul de la densité de §. aureus pour 100 mi d’échantillon

Compter le nombre de colonies de S. aureus sur chaque membrane filtrante
aprés compléte incubation. Utiliser uniquement des membranes filtrantes présentant

entre 20 et 60 colonies, y compris S. aureus et autres micro-organismes. Ne retenir que
deux chiffres significatifs du nombre de ¢olonies de 8. aureus dénombrées sur chaque
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filtre. Indiquer les résultats obtenus pour chague filtre dans le rapport d’analyse (Table
1, alinéa 11).

Exprimer les résultats en tant que 5. awreus pour 100 mi d'échantillon en
utilisant la relation suivante:

normbire de colonies de 5. aureus
S. aureus pour 100 Ml =« e e e x 100
rml d'échantillon filtré

Indiquer les résultats obtenus séparément pour chaque dilution dans le rapport
d’analyse (Table 1, alinéa 9). Indiquer également les résultats obienus sur les
membranes filtrantes lorsqu’il y a moins de 20 colonies de 5. aureyus par filtre. S'il n'y
a aucune colonie de &, aureus sur le filtre sur lequel 100 ml d’&chantillon ont &té filtrés,
donner cormnme réponse " < 1 8. aureus/100 ml".

Caleuler e nombre de 5. aureus pour 100 ml d’échantillen et le reporter en tant
que résultat final (Table 1, alinéa 10). 8'll y a des membranes filtrantes contenant entre
20 et 60 colonies caractéristiques dans deux dilutions consécutives, calguler la
moyenne de ces dilutions (nombre total de colonies dénombrées/volume total en ml
d’échantillon filtré) et I'indiquer en tant que résultat final.

Relever dans le rapport d'analyse (Table 1, alinéa 11) les anomalies observées
lors des différentes phases de I'analyse, telles que croissance confluente de colonies,
et variations de tempeérature lors du stockage ou de l'incubation.

9.2  Estimation de la précision

Vérifier la précision de la technique & intervalles réguliers ( au moing une fois par
saison) en préparant trois séries de dilutions indépendantes (8.4) en utilisant le méme
échantillon, i.e. en répétant les quatre derniéres &tapes consécutives de dilution décrites
en 8.3 et 8.4 (Figure 4). L'échantillon d'eau utilisé doit étre preleveé lors du programme
routinier de surveillance a une station cotiére typique de la région. Les séries de dilution
seront sélectionnées de telle maniére qu'une é&tape de dilution donne trois
dénombrements sur membrane filtrante qui satisfassent les conditions de 20 a 60
colonies exprimées dans la section 8.3

Filtrer chague dilution individuelle selon la procédure 8.5. Incuber selon la
procédure 8.6. Indiquer les dénombrements sur membrane filtrante suivant la procédure
décrite dans la section 9.1, en tenant compte de la méthode d'interprétation décrite
dans la section 8.7. Les résultats seront indiqués dans le rapport d’analyse (Table 2,
alinéa 8).

Calculer la concentration de 5. aureus dans I'échantilion original pour chacun
des résultats répétés, suivant la section 9.1, et indiquer les résultats dans le rappont
d'analyse (Table 2, alinéa 9).

Pour chaque é&tape de dilution ayant trois dénombrements entre 20 et 60
colonies de 8. aureus, calculer. la concentration moyenne, I'écart de concentration, la
déviation standard des concentrations et le coefficient de variation des concentrations
et les indiquer dans le rapport d'analyse (Table 2, alinéa 10).
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Si 'échantillon ne présente pas au moins 20 colonies par membrane filtranie
dans une dilution, préparer une sclution d'analyse a partir d'une suspension
microbienne de S, aureus et répéter le procédé de calcul de la précision.

déviation standard
Remarque: Coefficient de varigtion (%) = -—-—-—mmrmmmrmreeeee x 100
moyenne
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10. RAPPORT D'ANALYSE

Table 1. Staphylococcus aureus dans I'eau de mer et 'eau usée.

1. Zona de prélevement 2. Numero de code du point de prélevement
pays: {station) longitude:
rone: latitude:

3. Moment du prélevement heure: . jour: muis: année:

4. Conditions du prélevement et de l'envirornemant
Profondeur du prélevermneant; Numéro de 1a boTte;
Température a la profondeur du prelevement:
Salinité & la profondeur du prélavemant __ Durée du stockage:
(d'autres facteurs qui peuvent influer sur les résultats seront indiqués en 11)

5. Momert de |a filtration heure; jour: __ /___/
8. Début de incubation heure: . jour: / /
7. Fin de Pincubation heure: . jour: / /
8. Nombre de colonies sur un filtre 9. Celonies de 8. aureus/100 mi
ml d'échantillon colonies
Dilution ariginal filré 8. aureus Dilutions col. /100 ml
D-0 100 . .
D-0 10
D0 1
D-1 0.1 -
D-2 0,01 10. Résultat de I'analyse
D-3 0,001
0-4 0,0001 _ &, aurgus/100 ml

11. Anornalies observés pendant la procédure de 'analyse

12, Adresse cormplate de linstitution 13. Norm(s) et signature(s) de la/des
Gui & réalisé [‘analyse: personne(s) qui a/ont réalisé Fanalyse:

Date:
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Table 2. Estimation de ia précision pour la détermination de 5. aureus.

1. Zone de prélevernant 2. Numnéro de code du point de prélevement:
pays: (station) lengitude:
zone; latitudle:

3. Moment du prelevement  heure: . jour: mois: année:

4, Conditions du préldvement et de l'envirennement

Profondeur du prélevement: Numéro de la boite:
Température & la profondeur du prélévement;
Salinité a la profondeur du prélévement: Durée du stockage:

(dawtres facteurs qui peuvent influer sur las résultats seront indigqués en 11)

5. Moment de |a filtration heures . jour: / /
6. Debut de l'incubation heurer . jour: / /
7. Fin de Yincubation beurer . jour: / /
8. Mombre de colonies sur un filtre 9, Colonies de 5. zureus/100 mil
ml d'schantiilon colonies de 5. aursus Dilutions cal./100 mi
Dilution original filtré replique
1er 2eme Jeme

10. Résultats (8. aureus/100 mil)

THT

Moyerne: acart:
dév. std.: coef. var: %
11. Anamalies observées pendant la procédure d'analyse:
12. Adresse compléta de linstitution 13. Nom(s) et signature(s) de la/des
gui 2 réalisé 'analyse: personne(s) qui a/ont réalisé 'analyse:

Date:
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S. aureus dans l'eau de mer par fa méthode des tubes multiples

INTRODUCTION

Les objectifs d'ensemble du Programme & long terme de surveillance continue
et de recherche en matiére de pollution de la mer Méditerranée (MED POL Phase 1),
qui constitue la composante de F'évaluation de Penvironnement du Plan d'Action pour
la Méditerrance, adopte par les gouvernements de la région en 1875, comprend
levaluation, de fagon continue, de I'état de la pollution de la mer Méditerranée,
lidentification des points d'entrée, les voies et les effets des poliuants qui y entrent, et
Fétablissernent des tendances saisonniéres des niveaux de poliution.

Afin d'aider les laboratoires qui participent & cette activité et afin d'assurer le
degre necessaire d'inter-comparaison des données, le Programme des Mers Régionales
du PNUE en coopeération avec les agences spécialisées du systéme des Nations Unies
ainsi qu'avec d'autres organisations, a mis au point une série de méthodes de référence
et de recommandations. Dans ces méthodes et recommandations, le style utilisé par
FOrganisation Internationale de Normalisation (ISO) a été suivi d'aussi pras que
possible.

De méme qgu’avec las autres méthodes et recommandations de microbiologie
pour les effluents, les eaux a usage récréatif et les zones conchylicoles, la version
originale de ce document a été préparée par i'Organisation Mondiale de {a Santé dans
le cadre du Programme MED POL et publiée par le Programme des Mers Régionales
du PNUE comme partie intégrante de sa série de Méthodes de Référence pour les
études de pollution marine.

La préparation matérielle des méthodes et des recommandations dont est
responsable 'OMS est confice & des microbiologistes compétents qui possédent une
expérience des caractéristiques du milieu marin de la Méditerranée. Lorsque le brouillon
est prét, des experts internationaux révisent chagque méthode, soit individuellement, soit
(généralement) au cours de réunions de consultation. Lorsque les méthodes et les
recommandations sont publiées sous leur forme définitive, elles sont distribuées aux
laboratoires méditerranéens et sont périodiquement mises & jour et/ou révisées en se
fondant sur |'expérience.

PORTEE ET DOMAINE D’APPLICATION

La méthode décrite convient pour la détermination de Staphylococcus aureus
dans les eaux cGtiéres de baignade des mers tempérés et subtropicales, ainsi que dans
les effluents d'eau usée. Elle a &té¢ établie comme paramétre d'appui pour la
surveillance sanitaire des eaux cotigres.

Cette méthode est basée sur le Test de Fermentation des Tubes Multiples (NPP).
Une méthode de remplacement, la méthode de culture sur membranes filirantes {MF)
offre des avantages au moment de I'examen de la qualité microbienne de I'eau, tels que
rapidité des résultats et facilité de travail. Cependant, la technique NPP a ses propres
avantages. L'eau de mer est souvent trés trouble, chargée de floraisons d'algues et de
croissance dense de flore compétitive qui inhibent la croissance des colonie et
masquent la lecture des membranes.
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Toutes les souches de 5. aureus coagulase positives sont des agents
pathogenes potentiels et sont responsables d'un grand nombre d'infections. On les
trouve dans les membranes nasales, les follicules pileux, et la peau des animaux a sang
chaud. La présence d'un grand nombre de baigneurs sur une plage est en rapport avec
laugmentation des densités de staphylocoques. Elles résistent au sel et 4 plusieurs
facteurs bactéricides, elles survivent dans I'eau de mer et dans |e sable et constituent
un danger potentiel pour les baigneurs sur les plages trés fréquentées. C'est pour ces
raisons que les souches de staphylocoques pathogenes ont été incluses comme
organismes indicateurs additionnels ou de substitution.

DEFINITION

Les Staphylococeus aureus sont des sphéres, d'un diamétre de 0,5-1,0 um. Les
celiules sont simples ou doubles. Quelgues rares souches produisent des cellules avec
une capsule; ce sont des bactéries Gram-positives, non motiles, aerobies, aérobies
facultatives et catalase positives. La paroi de la cellule contient de [I'acide
peptidoglycane et de I'acide teichoide. Les colonies sont lisses, surélevées, brillantes,
Circulaires, entiéres et translucides et les colonies simples peuvent avoir un diamétre de
6-8 mm sur des milieux non sélectifs.

PRINCIPES

Le dénombrement de S. aurewus dans les échantillons d’eau de mer se fait en
deux temps: 1) de nombreux aliquotes de I'échantilion (5x5x5) sont testés dans un

bouillon modifié de m-staphylococcus de maniére A rechercher la turbidité & 379C
pendant 24 heures, et 2) des échantilions positifs de la premiére phase sont versés sur
des plaques de gélose Vogel-Johnson. Aprés un incubation & 37°C pendant 48 heures,
on procéde a l'analyse des colonies typiques pour vérifier la production de coagulase.

5. APPAREILS ET VERRERIE

5.1 Flacons pour prélévement en sutface de I'eau de mer ou de I'effluent en verre
fonce borosilicaté, d'une capacité de 200-300 ml, avec un col large et des
bouchons en verre & I'émeri, ou des flacons en plastique d'une capacité
semblable avec des bouchons hermétiques.

Barre de prélévement en matériel non corrosive munie d'une pince pour tenir le
flacon de prélévement (Figure 1).

Flacon pour le prélévement sous la surface, du modéle décrit dans la Figure 2
ou d'un modéle semblable, lesté et muni d'une corde en plastique.

Mallettes isothermes en plastique avec sachets réfrigérants ou glaciéres
semblables (€quipement de camping) pour conserver les échantilions.

Thermométre gradué de 0 & 50°C, avec une précision de = 1°C, de préférence
en plastique incassable, pour vérifier la température dans les Mallettes en
plastique.
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1) Imenerger e col du Nacon
4 20.30 ¢m sols la surface

2] Retoumner |e facon de 180%

Figure 1. Prelévement en surface au moyen d'un bras extenseur.
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wEEr) — ARMATURE METALLIQUE

¢ | — FLACON STERILE

—__ FOND LESTE

Figure 2. Flacon pour prélévements stériles sous la surface.
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Etuve & air avec contrdle thermostatique & 36°C = 1,0°C.

Réfrigérateur avec contrdle thermostatique a 4 = 2°C.

Autoclave, maximum 2 atmosphéres, électrique ou & gaz.

Sterilisateur & vapeurs séches a 170°C.

pH métre, précision = 0.1 unités pH.

Balance de pracision, précision + 1 mg.

Anses de bactériologie, diamétre de 3 mm.

Agitateur (type Vortex) pour mélanger les liquides dans les tubes de culture.
Porte tubes & essals, capacité 15 ou 30 tubes,

Tubes & essais avec bouchon (stérile), diamétre 17/18 mm.

Boites de Petri en verre borosilicaté, diamétre 90 ¢m ou boites de Petri en
plastiques, pré-stérilisées et jetables.

Microscope sur fond noir,

Tubes de culture, de type bactériologique, en verre borosilicaté.

Flacons de Erlenmeyer en verre borosilicaté pour la préparation des milieux,
capacité 250 ml, 500 ml et 1 litre.

Pipettes en verre borosilicaté a écoulement total, capacité 1 mi, 10 ml et 20 mi,
avec boites de rangement en acier inoxydable, ou pipettes automatiques d'un
volume semblable, avec bec verseur stérile.

MILIEUX DE CULTURE, PRODUITS CHIMIQUES ET SUSPENSION
MICROBIENNE STOCK

Remarque: Lacomposition des milieux est basée sur des solutions d'un litre
ou des unités de méme ordre. Avant la préparation des milieux et
des solutions, il faut établir les besoins réels et choisir les
quantités en conséguence.

Eau de peptone tamponnée (BPW)

Peptone 10,0g
Chlorure de sodium 50¢q
Phosphate de discdium 359
Phosphate de potassium 1,549
Eau distiliée 1,0 litre
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Préparation: Dissoudre les ingrédients dans 1 litre d’eau distillee. Verser des
parties de 10 ml dans des flacons d'une capacité de 100 ml. Stériliser & 121°C pendant
10 minutes. Le pH finai aprés autoclavage doit &tre de 7,2 % 0,2. Les flacons peuvent
&tre conservés 2 température ambiante pendant 1 & 3 mois, si les bouchons sont
hermétiques.

6.2 Bouillon de m-Staphylococcus (modifié)

6.2.1 Force simple

Tryptone 10,00 g
Exirait de levures 2,50 ¢
Lactose 10,00 ¢
Chlorure de sodium 75,00 g
Azoture de sodium 0,049 g
Eau distiliée 1.0 litre

Préparation: Dissoudre les ingrédients dans 1 litre d'eau distillée. Verser des
portions de 10 ml dans des tubes a essais. Stériliser & 115°C pendant 10 minutes. Le
pH final aprés autoclavage doit &tre de 7,0 = 0,2. Les tubes peuvent étre conserves a
ternpérature ambiante pendant deux semaines.

§.2.2 Force double

Tryptone 20,0 g
Extrait de levures 5049
Lactose 40g
Mannitol 200¢g
Chiorure de sodium 700 g
Azoture de sodium 0,088 g
Eau distillée 1,0 litre

Préparation: Dissoudre les ingrédients dans 1 litre d'eau distillée. Verser des
portions de 10 ml dans les tubes appropriés. Stériliser a 115°C pendant 10 minutes. Le
pH final aprés autoclavage doit &tre de 7,0 = 0,2, Les tubes peuvent étre conserves
pendant deux semaines.

6.3 Gélose Vogel-Johnson

Tryptone 10049
Extrait de fevures 50049
Mannitol 10,0 ¢
Phosphate de dipotassium 504¢0
Chlorure de lithium 50¢g
Glycocolle 10,049
Rouge du phénol 002549
Gélose 16,09
Eau distillée 1,0 litre

Préparation: Dissoudre les ingrédients dans 1 litre d'eau distillée et amener
doucement & ébullition pour dissoudre complétement. Autoclaver a 121°C pendant 15
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minutes. Le pH final aprés autoclavage doit &tre de 7,1 0,2. Refroidir &4 50°C et ajouter
5.7 ml de solution stérile de tellurite de potassium a 3,5% ou 20 rml de solution de
tellurite de potassium & 1%. Les plaques peuvent &tre conservées & 4°C pendant 7
jours.

6.4 Gélose de Kranep (KA)

Peptone de viande 10,0 ¢
Pyruvate de sodium 8.2¢g
Chlorure de sodium 3049
Phosphate hydrogéné de disodium 204
Thiocyanate de potassium 2559
Chlorure de lithium 5,19
Azoture de sodium 0,05 g
Actidione 0,041 g
D{-)mannitol 5,19
Gélose 135¢
ajouter également

émulsion de jaune d'oeuf 100,0 mi

Preéparation: Dissoudre les ingrédients (72,5 g) dans 0,9 litre d'eau distillée.
Autoclaver doucement (20 minutes a 1 10°C). Ajouter 100 mi d’émulsion stérile de jaune
d'oeuf a une température d'environ 50°C. Verser sur les plaques. Le pH doit &tre de 6,8
= 0,1. Les plaques doivent &tre troubles et jaunatres.

6.5 Base de gélose de sang (BA)

Muscle de coeur de boeuf, infusion de 375,0 g

Tryptone 100 g
Chlorure de sodium 509
Gélose 15049
Eau distiliée 1,0 litre

Préparation: Dissoudre les ingrédients dans 1 litre d’eay distillée et amener
doucement a ébuliition. Verser des portions de 5 ml dans des tubes A essai, Stériliser
4 121°C pendant 10 minutes. Le pH final apres autoclavage doit &tre de 7,4 = 0,2,
Refroidir les tubes de maniére & former des géloses en pente. Les géloses en pente
peuvent &tre conservées 4 4°C pendant 4 semaines.

6.6  Milieu d’oxydation - fermentation (O/F)

Tryptone 100 g
Extrait de levures 1,0 g
Glucose 10,0 g
Pourpre de bromocresol 0,04 g
Gélose 20g
Eau distillée 1,0 litre

Préparation: Dissoudre les ingrédients dans 1 litre d’eay distillée. Verser des
portions de 10 ml dans des tubes & essal. Autoclaver 8 121°C pendant 15 minutes. Le
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pH final apres autoclavage doit étre de 7,0 = 0,2, Les tubes peuvent étre conservés
pendant quatre semainas,

6.7 Infusion de coeur et de cervelle

Cervelle de veau, infusion de 2000g
Coeur de boeuf (viande), infusion de 2500 g
Peptone caséine/viande (50/50) 10,0 g
Glucose (dextrose) 209
Chlorure de sodium 509
Fhosphate de disodium 25¢g
Fau distillée 1,0 litre

Preparation: Dissoudre les ingrédients dans 1 litre d'eau distillée. Verser des
portions de 5 ml dans des tubes 4 essai. Autoclaver a 121°C pendant 15 minutes. Le
pH final apres autoclavage doit étre de 7,4 = 0,2. Les tubes peuvent &tre conservés 3
4°C pendant 6 mois.

6.8 Milieu de production de phosphatase

Peptone de Evans 05g
Lab-Lemco 05¢g
Chiorure de sodium 0549
Gelose 1,5
Eau distillée 100,0 m!

Préparation: Dissoudre les ingrédients dans 100 ml d'eau distillée. Stériliser A
121°C pendant 15 minutes. Laisser refroidir & 45°C, ajouter 1 ml de diphosphate de
phénolphtaléine & 1,0% et verser sur des plaques. Les plaques peuvent &ire conservées
pendant 7 jours.

6.9 Plasma de lapin

1-2 mg de EDTA (ethylene-diamine-tetraacétate) par ml de sang de lapin.
(Rechercher la présence d'antibiotique, interférence avec I'analyse de la coagulase).

6.10 Eau distiliee

Utiliser seulement de 'eau distillée dans des appareils de distillation entigrement
en verre ou en quartz ou de l'eau provenant d'osmose inverse (RO). L'eau dé-ionisée
est également acceptable si elle est produite dans des appareils qui en libérent pas de
substances toxiques.

Remarque: L'eau distillée disponible sur le marché est souvent produite dans
des appareils en cuivre ou en zing et est trés toxique pour les
bactéries. Avant d'utiliser une telle eau, il faut vérifier sa toxicité
avec une suspension microbienne stock de S.aureus.

Remarque: Ne jamais utifiser le mélange toxique d'acide sulfurique et d’acide
de chrome pour nettoyer |a verrerie.

Suspension microbienne stock d’une souche de S.aureus
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7. PRELEVEMENTS

Pour les détails d’une campagne de prélévements, se reporter & la Partie | de
ces recommandations,

7.1 Prélévement & la surface de I'eau

Attacher un flacon propre et stérile & une barre de prélévement propre (5.2).
Juste avant d'immerger le flacon de préiévement, dter le bouchon en verre & I'émeri
sans toucher le col du flacon. Immerger le bouteille 4 'avant du bateau ou du cfté du
vent lorsque le bateau avance lentement. Pousser le flacon & I'aide du bras extenseur
& 25 cm sous la surface de I'eau, le col du flacon étant orienté vers le fond de maniére
a éviter toute contamination due & la surface de I'eau. Retourner alors le flacon et
prélever I'échantilion (Figure 1). Le flacon de prélévement stérile peut également tre
rempli & la main (Figure 3).
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Figure 3. Prélévement & la main sous la surface.

Retirer le flacon et jeter un peu d'eau, si nécessaire, de maniére a ce qu'il reste
un peu d'air dans le flacon fermé. Ce volume d'air est nécessaire pour homogénéiser
Péchantillon d’eau dans le laboratoire. Remettre le bouchon en verre et conserver les
échantilions dans une mallette isotherme propre contenant des sachets réfrigérants a
environ 4°C, en évitant de les exposer a plus de 10°C. Séparer les flacons les uns des
autres avec du papier d'emballage propre de manidre & éviter la casse. Vérifier la
tempeérature avec un thermométre toutes les 3 heures. Signaler les anomalies dans le
rappont d'analyse. Etiqueter les flacons de prélévement en indiguant la station de
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prélévement, Fheure de prélévement, ainsi que les autres paramétres relatifs 4
linterprétation des résultats.

7.2 Prélévement sous la surface de I'eau

Immerger le flacon stérile pour les prélévements en profondeur (5.3) aprés Favoir
attaché & une cordeleite propre en nylon, en évitant que le fond lesté ne dérange les
sédiments du fond (Figure 2). Envoyer le messager et au bout d’'une minute, retirer le
flacon et le placer dans une mallette isotherme. Procéder ensuite comme pour le
prélévement en surface (7.1).

L'échantillon d'eau représente la solution d'analyse.

Remarque: On sait gue le taux de mortalité des bactéries & température
ambiante et en présence de lumiére est trés élevé. Tous les
efforts seront donc faits pour ne prélever que le nombre
d'échantillons qui pourront &tre filtrés et mis en culture le méme
jour. Si cela n'est pas possible, les &chantillons seront conservées
a 4°C et analysés moins de 24 heures aprés le prélevement.

8. MODE OPERATOIRE D’UNE ANALYSE
8.1 lLavage de la verrerie et des appareils

Toute ia verrerie et tous les instruments seront lavés d’abord avec du détergent
non ioxique, rincés minutieusement a 'eau chaude du robinet et rincés ensuite au
moing trois fois avec de l'eau distillée.

8.2 Stérilisation de la verrerie et des apparetls
8.2.1 Flacons de prélévement en surface (5.1)

Laver les flacons en verre comme it est décrit en 8.1, Sécher et stériliser les
flacons au stérilisateur a vapeurs séches & 1680°C pendant 2 heures, ou a 170°C
pendant 1 heure. Avant la stérilisation, placer un petit morceau de papier filtre dans le
col de chague flacon de maniére & ce que le bouchon en verre ne coince pas aprés
refroidissement. Aprés refroidissement et lorsque le stérilisateur a atteint la température
ambiante, &ter ce papier filtre avec une pince stérile et replacer le bouchon en verre a
'émeri sur le cot de chague flacon. Placer les flacons dans les mallettes isothermes
nettoyées au détergent. Séparer les flacons les uns des autres avec du papier
d'emballage propre de maniére & éviter la casse.

Laver les flacons en plastique comme il est décrit en 8.1, et les passer ensuite
alalcool 4 95%. Aprés avoir gjouter un volume d'alcoot approprié dans chaque flacon,
les secouer énergiquement en maintenant le bouchon 4 sa place. Aprés 2-3 nettoyages
4 l'alcool, bien égoutter les flacons et les conserver dans un stérilisateur a 40-50°C
jusqu’d évaporation totale de l'alcool. Les bouchons seront placés & sécher sur une
boite de Petri,
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Remarque: Sil'on suspecte la présence de chlore résiduel dans I'échantillon
d'eau, ajouter 0,1 ml d'une solution de thicsulfate a 10% (6.3)
pour 100 mil d'échantillon dans les flacons de prélévernent avant
steérilisation. Cette quantité est suffisante pour neutraliser environ
15 mg de chiore résiduel par litre,

8.2.2 Flacon de prélévement sous la surface {(5.3)

Nettoyer le flacon de prélévement sous la surface comme il est décrit en (8.1),
rincer & l'eau du robinet et & I'eau distillée. Envelopper chaque flacon dans du papier
d'emballage épais ou du papier d'aluminium et les autoclaver & 121°C pendant 15
minutes.

8.2.3 Boites de Petri et pipettes

Nettoyer les boites de Petri et les pipettes, introduire un morceau de coton dans
le col, les placer dans des boites en acier inoxydable et les stériliser dans un
stérilisateur 4 vapeurs séches a 160°C pendant 2 heures ou 4 170°C pendant 1 heure.

Remarque: Les boites de Petri pré-stérilisées en plastique et jetables sont
plus &conomiques que les boites de Petri en verre & usages
multiples,

8.3 Choix du volume de prélévement et des séries de dilution

Choisir une série de dilution pour chaque échantillon de manigre 4 obtenir des
tubes positifs dans la rangée de la dilution la plus basse et des tubes négatifs dans la
rangée de la dilution la plus haute. Si des expériences antérieures pour déterminer les
séries de dilution ne sont pas disponibles, verser 9 ml d'eau tamponnée de peptone
dans chacun des 5 tubes & essai stérilisés avec une pipetie stérile. Si 'on dispose
d'une expérience antérieure sur le niveau de pollution, préparer un nombre approprié
de tubes de peptone tamponnée.

8.4 Préparation de la série de dilution

Aprés avoir énergiquement agité I'échantillon, préparer la série de dilution en
prenant 1 ml d'échantillon original avec une pipette stérile (Figure 4, dilution D-0) et en
le versant dans un tube de culture contenant 9 ml de tampon phosphate (6.2.2) de
maniére & obtenir la premiére dilution (D-1). Agiter vigoureusement a la main ou mieux
avec un agitateur. Continuer la préparation de la série de dilution en prenant 1 ml de
la premiére dilution (D-1) et en le versant dans un nouveau tube de culture contenant
9 ml de tampon phosphate (6.2.2) de maniére & obtenir la seconde dilution (D-2). On
obtiendra les niveaux de dilution désirés en appliquant cette procédure de dilution de
fagon systématique.

Avant de verser un volume d'eau, agiter énergiguement I'échantillon original et
les dilutions préparées de maniére & g'assurer que les portions d’eau obtenues sont
représentatives de I'échantillon d'eau original.
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Figure 4. Préparation d'une série de dilution,

8.5 Inoculation et incubation dans le bouillon m-Staphylococcus

Chaque échantillon d'eau et toutes les dilutions préparées & partir de celui-ci
doivent &tre agités énergiquement de maniére a assurer une dispersion uniforme des
bactéries dans chaque portion d'échantilion analysée.

ATaide de pipettes stériles, verser des portions de 10 ml de 'échantillon d’eauy
dans chacun des 5 tubes de culture stériles contenamt 10 ml de bouillon
m-Staphylococeus double force (6.2.2). A l'aide d'une pipette stérile, verser ensuite des
portions de dilution D-1 de 'échantilon de 1 ml dans 5 tubes de culture stériles
contenant 10 ml de bouillon m-Staphylococeus simple force (6.2.1). Répéter cette
opération avec chacune des dilutions suivantes qui doivent étre analysées.

Incuber les séries de tubes de culture contenant du bouillon m-Staphylococcus
dans un incubateur & 37°C pendant 24 heures.

8.6 Isolation et confirmation de S.aureus

Tous les tubes contenant du bouillon m-Staphylococcus qui sont troubles aprés
24 heures doivent &tre sous-cultivés sur une gélose de Vogel-Johnson (6.3) ou sur une
gelose de Kranep (6.4).

Etiqueter une plague pour chaque tube positif obtenu, en indiquant la série de
dilution. A I'aide d'une anse de 3 mm passée 2 la flamme, verser un volume d'anse de
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chague tube trouble contenant du bouillon m-Staphylococcus sur une plague
contenant de la gelose de Vogel-Johnson. L'étaler sur la plague en utilisant la technique
du repiquage sur milieu de culture en plague.

Incuber les plaques de gélose de Vogel-Johnson ou de gélose de Kranep & 37°C
pendant 48 heures. Les colonies typiques de 5. aureus suria gélose de Vogel-Johnson
sont noires et produisent un pigment jaune, tandis que les colonies sur la gélose de
Kranep indiquent une dégradation du jaune d’ceuf.

8.6.1 Analyse de la coagulase

Verifier la production de coagulase de chaque colonie typique de S.aureus.
Mettre en culture chague colonie typique de 8.aureus sur une gélose de sang en pente
(6.4). Incuber les géloses en pente de BA a 37°C pendant 24 heures. A partir de chague
gélose en pente de BA inoculer un tube contenant de I'infusion de coeur et de cervelle
(6.6) et incuber les tubes pendant 18-20 heures & 37°C. Verser 0,1 ml (2 gouttes) dans
un tube contenant 0.5 ml de plasma de lapin dilué (1:3). Incuber & 37°C et observer
toutes les heures pendant 3 heures. L'apparition d'une coagulation pendant |a période
d’incubation de 3 heures constitue une réaction positive indiquant la présence de
5. aureus.

8.6.2 ldentification des colonies de S.aureus (facultatif)

On propose un schema simplifié des caractéres clé en vue de 'identification des
colonies typiques de 5. aureus qui produisent une réaction de coagulase non-
satisfaisante ou ambigué. Les souches de S. aureus ne sont pas motiles, elles
fermentent les hydrates de carbone (analyse de fermentation du glucose), elles
produisent adrobiquement de 'acide & partir de la lactose, de la maltose, du mannitol
et elles produisent du phosphatase (test de phosphatase). On utilisera les souches
sous-cultivées sur les géloses de sang en pente (6.4) pour tous les tests mentionnés
ci-dessus.

8.6.3 Test de fermentation de la glucose

Avant utilisation, passer le milieu d'Oxydation/Fermentation (6.5) a la vapeur
pendant 10-15 minutes afin d'enlever oxygéne dissout. Inoculer immédiatement et
fortement les tubes avec une anse en acier, en s'assurant que I'inoculant atteint le fond
du tube. Couvrir la surface du tube avec une couche d'huile de paraffine stérile d'une
épaisseur de 25 mm ou plus. Incuber & 37°C pendant 5 jours. La production d'acide,
en conditions anaérobiques et le viremant postérieur au jaune dans tout le tube a essai
indique la présence de Staphylococcus. S'il n'y a pas de production d’'acide, ou si
l'acide n'est présent qu'a la surface du tube & essai, c'est quil vy a eu une
decomposition oxidative du sucre et l'organisme présent est Micrococcus.

8.6.4 Test de production de phosphatase

Inocuter les plaques de production de phosphatase (6.7) & partir des géloses en
pente de BA et incuber a 37°C pendant 3-5 jours. On détecte le dégagement de
phénolphtaléine en versant une goutte de 0,880 sp.gr. d’ammoniague dans le couvercle
de chague boilte de Petri. Les colonies qui produisent le phosphatase virent
immédiatement au rouge fonceé en présence de vapeurs d’ammoniague.
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8.7 Interprétation des plagques de culture de S. aureus

Une plagque contenant des colonies 8. aureus typiques et coagulase positives
constitue une analyse positive,

9. EXPRESSION DES RESULTATS
9.1 Calcul de la densité de S. aureus par 100 ml d’échantillon

Si'on a utilisé des portions d'échantillon de 10 mi, 1 ml et 0,1 ml par tube A
essal, prendre le nombre de plaques positives enregistrées et trouver le nombre fe plus
probable correspondant (NPP} & [aide de la Table 3. Dans le cas de plus de trois
dilutions, on n'utilise que le résultat de trois dilutions pour calculer le NPP. Pour calculer
le NPP, choisir la dilution la plus grande qui donne des résultats positifs dans les 5
plagues analysées (aucune dilution plus petite ne doit donner un résultat négatif) et les
deux dilutions plus grandes suivantes qui présentent quelques plaques négatives. On
peut trouver de temps en temps des plaques positives au-dela des trois dilutions en
serie. Dans ce cas, et pour calculer le NPP, inclure ces résultats supplémentaires dans
la troisiéme rangée. Ces combinaisons par omission des plagues positives doivent
arriver dans moing de 1% des analyses de NPP. Une fréquence plus élevée indique une
erreur de laboratoire au moment du pipettage des dilutions de I'échantillon.

La Table 1 montre un exemple des nombres de test positif obterus avec une
serie de 5 dilutions consécutives: 5-5-3-2-1. Pour calculer le NPP, la plus grande dilution
choisie sera celle qui utilise 1 ml d'échantillen. La combinaison finale de plagues
positives signalées sera 5-3-3, au lieu de 5-3-2. La valeur du NPP correspondant 4 la
combinaison 5-3-3 sera 170 S, aureus/100 ml (Table 3) et non pas la valeur du NPP
de 140 S. aureus/100 ml associée a la combinaison 5-3-2.

Table 1. Exemple pour calculer la densité de 5. aureus
dans un échantiion d'eau analysé par fa
méthode du NPP.

Portion d'échantillon, mi Tubes positifs

10 5
1 5 (x)
0,1 3 (x)
0,01 2 (x}
0,001 1

Facteur de dilution: 10/1 = 10

NPP (5-3-3) = 170 x 10 + 1 700 S. aureus/100 m!
Limites de confiance a 95%:

Inférieure: 80 x 10 = 800 5. aureus/100 m!
Superieure: 410 x 10 = 4 100 S. aureus/100 mi
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La densité du NPP ainsi obtenue sera ajustée pour la dilution en multipliant par
autant de puissances de 10 que de dilutions réalisées avec la premiére série de plaques
considérée de moins de 10 ml, Par exemple, une valeur de NPP de 5-3-3 sera exprimée
170 S. aureus/100 ml lorsque Ta dilution de départ est de 10 ml, mais sera comptée
1700 8. aureus/100 mi lorsque la dilution de départ est de 1 mi, et 17 000
5. aureus/100 mi lorsque le plus grand volume d'échantillon utilisé a 6té de 0,1 ml.

9.2 Précision des résultats
Choisir dans la Table 3 les limites de confiance & 95% assocites au NPP cholsi

en calculant la densité de S.aureus et ajuster leurs valeurs avec le facteur de dilution.
Ecrire les résultats finaux dans le rapport d’analyse.







