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QUALITE DE L'EAU

D'ici l'an 2000, toutes les populations de la Réglfon devraient disposer
d'un approvisionrement satisfaisant en eau potable, et la pollution
" des equx souterraines, des cours d'eau, des lacs et des mers
ne devrait plus engendrer de risques pour o santé,

. RESUME

Cé document est le cinquitme d'une série de cing dans laguelle sont formulées des
recommandations pour la surveillance sanitaire des zones cdtigres & usage récréafif et des zones
conchylicoles. Il a pour principal objectif de fournir aux laboratoires prenant part a Panalyse
microbiologique de T'tau de mer et des coguillages des conseils utiles en ce qui conceme
I'élaboration et Ta mise en ceuvre d'un programme d'assurance-qualité ou l'amélioration de ces
programmes lorsqu'ils existent déja. Il déent la portée at le comtenu d'un programme
d'assurance-qualité, les moyens d'échantillonmage requis, le matériel ¢ les appareils de
' laboratoite, le nettoyage et 1a stérilisation ainsi que les caractéristiques des milicax de cuiture,

Le document déerit fa mise en ceuvre de l'assurance-qualité dans les procédures utilisées

. dans a) la méthode des membranes filtrantes (MF) et b) Ia méthode des tubes multiples (MPP =

Nombre ic Pius Probabie), ainsi que dans Vinterprétatiop des résultats. La gection relative ao

contrdle de qualité du laboratoire d'analyses décrit les contrbles de qualité interne &t externe, ce

dernier correspondant A ['évaluation des concentrations microbiennes et & J'évaluation de. la
gualité de Feau.

Un questionnaire type denquéte de laboratoire sur le contrdle de qualité dans la
surveillance des eaux marines cdtifres figure en annexe.
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Contréle de la qualité

1. INTRODUCTION

L'objectif d'un programme de surveillance continue de la poliution est d'obtenir
un tableau aussi exact que possible dans tout cadre chronologique donné afin de
déterminer quelles sont les mesures qui s'imposent sur ia base des résultats obtenus.
Dans le cas de la surveillance microbiologique des zones cotieres & usage récréatif et
conchylicole, les données obtenues devraient se présenter sous forme de
concentrations de microorganismes spécifiques dans des volumes ou poids définis de
matrices (eau de mer, sable, sédiment, mollusque/crustacé). Ces concentrations
devraient normalerment étre comparées a des normes prescrites pour leur conformité
ou non, des mesures éventuelles &ant prises selon celles qui sont specifiées dans les
appareils réglementaires au sein desquels sont énoncées les normes de qualité
pertinentes. Quand il n'existe pas de normes, les résultats devraient former [a base en
vue de mesures a prendre pour des raisons d'ordre sanitaire ou autre. Quelie que soit
la situation qui prévaut, les données de la surveillance devraient permetire de
déterminer si toute plage donnée peut &tre considérée comme acceptable pour la
baignade et/ou un autre usage récréatif, ou si toute zone marine donnée est acceptable
pour 'élevage ou la récolte de mollusques/crustaces,

L'une des conditions essentielles de tout processus de prise de décision est que
les données sur lesquelles doit se fonder une décision soient exactes. L'obtention de
cette exactitude dépend des moyens pris par tout laboratoire donné pour assurer la
qualité des données gu'il produit. Dans les programmes mettant en jeu plus d'un
laboratoire, ce qui est habituellement le cas dans les programmes de surveillance
nationaux et internationaux, 'harmonisation entre les différents taboratoires, tant pour
la méthodologie que pour l'assurance gualité, est essentielle pour garantir a la fois la
fiabilité et I'intercomparaison des résultats obtenus.

Cette partie des lignes directrices qui traite du contrdle de la qualité des
laboratoires dans la surveillance microbiologique des zones & usage récréatif et
conchylicole, a été &tablie par 'Organisation Mondiale de la Santé dans le cadre du
Programme & long terme de surveillance continue et de recherche en matiere de
pollution de la mer Méditerranée; elle est avant tout destinée aux laboratoires nationaux
participant & la compaosante microbiologique du programme bien que, d'une maniére
générale, elle soit pareillerment applicabie ailleurs, Ces lignes directrices ont été
principalement formulées sur ta base du Manuel pour I'évaluation des laboratoires de
bacteriologie de 'eau (Geldreich, 1975) et sur les Lignes directrices pour la surveillance
sanitaire de la qualité des eaux chtiéres (OMS/PNUE, 1975) et elles sont destinées a
contribuer & 'amélioration des activités de surveillance dans les divers laboratoires ainsi
qu'a '’harmonisation et a la comparabilité des résultats obtenus.

La version originale de cette partie des lignes directrices a été revue par une
consultation OMS/PNUE sur la pollution microbiologique de la mer Méditerranée qui
s'est tenue & Malte en décembre 1982, La version actuelle incorpore les observations
et suggestions formulées par les participants & cetie réunion ainsi que par un certain
nombre d'autres microbiologistes de la Mediterranée et d'autres regions.

2. OBJECTIFS

L'objectif principal de cette partie des lignes directrices est de fournir des
conseils utiles pour développer et mettre en place un programme d'assurance qualité
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pour les laboratoires prenant part a 'analyse microbiologique de 'eau de mer et des
mollusques/crustacés ou pour améliorer les programmes d’assurance qualité déja en
cours d’exécution. Le but final est de veiller 4 ce que les données microbiologiques
recueillies soient les plus sensibles possible, gue les résultats microbiclogigues obtenus
soient fiables et comparables, et que l'interprétation et 'évaluation de ces résultats
soient en accord avec les critéres de qualité du miliev pour les eaux de baignade
cltidres et les eaux de conchyliculture.

Les objectifs spécifiques de ces lignes directrices consistent notammaent a:
1. Définir la portée et le contenu d'un programme d'assurance qualité,

2. lidentifier tes principaux aspects & considérer lors du prélavement et de la
conservation d'un échantillon d’eau représentatif.

3. Décrire les principales caractéristiques de fonctionnement et les exigences
de qualité du matériel de laboratoire,

4.  Examiner les principales exigences de fonctionnement pour la préparation
et 'usage des appareils de laboratoire.

5. Examiner les méthodes de stérilisation adéquates pour la verrerie, les
milisux de culture, le matériel de laboratoire et I'eau de dilution.

6. Résumer les spécifications des milieux de culture & considérer lors des
cultures bactériennes de routine.

7. Passer en revue les principales procédures opérationnelles de la méthode
des tubes multiples et de la méthode des membranes filtrantes pour le
dénombrement des coliformes fotaux, des coliformes fécaux et des
streptocoques fécaux.

8. Examiner des meéthodes pratiques pour linterprétation des résultats
bactériologiques concernant les eaux marines cbtidres.

§. Décrire des méthodes pratiques pour le contréle de qualité interne et le
contrble de qualité externe des laboratoires de bactériologie prenant part
a la surveiliance des eaux marines cotiéres.
3. PORTEE ET CONTENU D’UN PROGRAMME D’ASSURANCE QUALITE
31 Introduction
Il existe plusieurs définitions d'assurance qualité et de contrble de qualité dans
la littérature. Bien que les deux expressions soient fréquemment utilisées I'une pour

Fautre, les définitions retenues ici sont celles proposées par Garfield (1984):

Un contrble de qualité est un systéme d'activités planifié dont le but est de
fournir un résuitat de qualite.
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- Une assurance qualité est un systéme d'activités planifié dont le but est de
fournir 'assurance que le programme de contrdie de qualité est réellement
efiicace.

Par exemple, les Méthodes de ré&férence pour I'étude de la pollution marine |
préparées par différentes agences des Nations Unies et publiées par le Programme
pour les mers régionales du PNUE, désormais publiées sous une forme remanice dans
les parties 1 et Il des présentes lignes directrices sont des éléments d'un prograrmme
de controle de qualité. Les lignes directrices pour la surveillance sanitaire de la qualité
des eaux cotidres (OMS/PNUE, 1977), et, en particulier, les Exercices d'interétalonnage
sur les méthodes microbiologiques, organisés par 'OMS depuis 1982, sont des
éléments d’'un programme d'assurance gualité.

Les &tudes et les évaluations menées & bien dans la région méditerranéenne
pendant la derniére décennie ont fait ressortir e besoin de s'assurer que les méthodes
de contréle de qualité sont appliquées de fagon systématique et correcte par tous les
iaboratoires participants. |l existe un besoin évident d'établir et de mettre en place un
programme d'assurance qualité capable d'assurer que les méthodes de contrble de
qualité existantes et celles qui seront mises au point & avenir sont corregtement
appliquées par tous les laboratoires de microbiologie de la Méditerranée. |l est
nécessaire de procéder a une évaluation systématique du rendement des laboratoires,
tant au niveau individuel qu’au niveau régional, afin de déceler les écarts par rapport
aux méthodes de contrdle de qualité proposées et d'aider a appliquer correctement ces
méthodes,

La discussion suivante sur la portée et le contenu d'un programme d'assurance
qualité est basée principalement sur deux textes de réference: le Handbook for
Evaluation Water Bacteriological Laboratories (Geldreich, 1977) et Quality Assurance
Principles for Analytical Laboratories (Garfield, 1984).

3.2 Programme d’assurance qualité

Le principat objectif d’un programme d’assurance qualité dans un [aboratoire de
microbiologie est d'assurer la production de résultats analytiques de haute qualité par
Futilisation de méthodes analytiques exactes, fiables et adaptées au but désiré.

Le succés d'un programme d’assurance qualité dépend de engagement et de
la coopération de la direction et du personnel du laboratoire, ainsi que de la justesse
des objectifs et du fondement du programme en lui-méme. Bien que la mise en place
d'un programme d'assurance gualité puisse représenter au début un léger déclin de la
productivité et exiger du temps et des ressources humaines, avoir ['assurance gque les
résultats sont fiables et comparables entraine une plus grande satisfaction du
personnel, améliore les performances et l'efficacité du laboratoire, et contribue au
succes du programme de surveillance, ce qui représente donc un effort tout a fait
positif.

Le développement et la mise en place d'un programme d'assurance qualité
demande fondamentalement: 1) un ensemble &crit de lignes directrices et de méthodes
analytiques, 2) une structure d'organisation pour mener a bien le programme
d'agsurance qualité, et 3) du personnet de laboratoire qualifie et bien entrainé.
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Les sections suivantes décrivent les éléments de base d'un programme
d'assurance qualite.

3.3 Plan d’'assurance gualité

Un plan d'assurance qualité est une condition préalable & un programme
d'assurance qualité couronné de succés. Les trois composantes essentielles d'un plan
d'assurance qualité sont: 1) un ensemble de mesures préventives, 2} un ensemble de
methodes pour I'estimation de la précision des analyses, et 3) un ensembile de mesures
correctives,

lLes mesures préventives incluent un programme coordonné d'actions et
d’activités qui seront menées & bien avant ou pendant les méthodes analytiques afin
d'assurer que les systémes analytiques fonctionnent correcternent. L'organisation du
contrdle de qualité, 1a formation du personnel de laboratoire, le calibrage des appareils,
Pentretien du matériel, et les titrages de routine sont des exemples de mesures
correctives & prendre dans un laboratoire de microbiotogie.

La composante "estimation” et "évaluation” inclut I'application systématique de
mesures de contrdle pour déterminer 'exactitude et la précision des déterminations
analytiques. L'analyse d'échantillons identiques, I'utilisation de graphiques de contrdle,
et la participation aux exercices d'interétalonnage sont des exemples du composant
"évaluation” d'un laboratoire d'analyse.

La composante "mesures correctives” inclut toutes les actions prises pour
determiner les causes du mangue d'exactitude ou de précision des déterminations
analytiques, ainsi que toutes les mesures prises pour gue le systéme analytique
fonctionne convenablement, Les modifications introduites pendant le Programme MED
POL sur les milieux de culture et les températures d'incubation indiquées dans la
methode de détermination des streptocoques fécaux sont des exemples de mesures
correctives prises pour améliorer 'exactitude et |a spécificité de cette méthode d'analyse
dans les eaux citiéres de la Méditerrange.

L'assurance qualité peut exiger de 10 & 20% du temps ¢’un analyste, une partie
importante de ce temps &tant consacrée a I'entretien préventif et I'analyse d'échantillons
de référence et de vérification. Cependant, les bénéfices d'un programme d’assurance
qualité sont une meilleure fiabilité du laboratoire, une pius grande compétence
technique et un plus haut moral du personnel. En résumé, un usage plus rationnel de
la main d'oeuvre et des ressources économigues, et une mise en place plus fructueuse
du programme de surveillance pour leque! les analyses sont réalisées.

3.4 Modéle d’assurance qualité

Un programme d'assurance qualité comprend trois niveaux de responsabilité &
I'intérieur du taboratoire: 1) fe personnel scientifique, 2) e personnel de direction, et 3)
I'unité d'assurance qualité, Lorsque le programme d'assurance qualité englobe un
groupe de laboratoires qui participent a un programme commun de surveillance, tel que
le composant "survaillance microbiologique” du Programme MED POL, on peut ajouter
un quatrigme niveau de responsabilité, celui de l'unité d'assurance qualité infer-
laboratoires.
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Comme l'indique Freeberg (1980), le premier niveau de contrdle de qualité
dépend du scientifique, dont la responsabilite consiste & faire correctement le travail,
a le documenter et & obtenir des critiques et des commentaires de ses colleégues afin
de s'assurer que le travail effectué est conforme aux standards scientifiques pertinents.
Aucun programme d'assurance qualité ou méthode d'évaluation ne peut produire de
résultats de qualité si les déterminations microbiologiques ne somt pas réalisées par des
scientifiques compétents et bien préparés.

La direction du laboratoire joue un rdle important dans le programme
d'assurance qualité en fournissant une interaction adéquate avec les scientifiques, en
insistant sur le besoin de fiabilité et de comparabilité des résultats, et en fournissant des
locaux, des ressources et du matériel adéquats pour permettre aux scientifiques de
travailler de fagon efficace et convenable.

La responsabilité d'une unité d'assurance qualite est d'examingr la suffisance
des locaux et des ressources disponibles pour les scientifiques, d'évaluer leurs
méthodes d'analyse, et de modifier, en accord avec les scientifigues eux-mémes, leurs
méthodes d'analyse selon les résultats du programme d'assurance qualité.

Dans des cas sermblables au Programme MED POL, dans lequel les laboratoires
de plusieurs pays participent simultanément & un programme de surveillance & long
terme, il faut &tablir un plus haut niveau de responsabiliteé pour 'assurance qualité. La
plus grande responsabilité de cette unité inter-laboratoires est d'assurer que 2
personnel d’assurance gualité de chaque laboratoire participant est bien préparé et
travaille en bonne collaboration avec les autres.

Il est de la plus haute importance que la responsabilité de I'assurance qualité
soit considérée comme une contribution positive pour ameéliorer le rendement et
lefficacité des laboratoires et non comme un effort de maintient de i'ordre dans les
activités journaliéres.

3.5 Objectifs de I'assurance qualité

Un programme d'assurance qualite doit contenir un ensemble d'objectifs
clairement définis. Bien que le nombre et 'extension de ces objectifs varient suivant le
genre de laboratoire, les objectifs suivants sont les plus courants dans un programme
d'assurance qualité (USCPSC, 1979):

1. Maintenir une surveillance continu de I'exactitude et de la précision des
données produites par tes analysies de laboratoire.

2. Assurer une mesure de I'exactitude et de la précision des méthodes
analytiques utilisees dans e laboratoire, et identifier les méthodes faibles.

3. Etablir les besoins de formation dans e groupe d'analystes.

4, Conserver un rapport permanent de la performance des appareils comme
base pour valider les données et projeter les besoinsg de réparation et de
remplacement du matériel.

Avancer la qualité générale de la performance du laboratoire.
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8. Améliorer 'enregistrement et la transcription des données et encourager la
préparation de rapports écrits sur le progrés du programme d’assurance
qualité.

Une bonne compréhension des objectifs du programme d'assurance qualité par
tout le personnel concerné permettra une mise en place plus efficace du programme.

3.6 Eléments du programme d’assurance qualité

Un programme d'assurance gualité réussi requiert une identification ¢laire de ses
gléments. En général, les éléments d'un programme couvrent toutes les activités
menées & bien par le laboratoire. Bien que quelques &léments du laboratoire, teis que
la forme des installations, peut ne pas avoir une relation directe avec 'assurance
gualité, its contribuent tous & une opération plus efficace et, en dernier ressort, & la
réussite du programme d'assurance qualité.

Les éléments suivants peuvent étre inclus dans un programme d'assurance
gualité (Rathitf, 1880. NIOSH, 1976):

1. Définition des objectifs.

2. Projet d'assurance qualité.

3. Formation sur 'assurance qualité.

4. ldentification et contrble des échantillons.

5. Manutention, emmagasinage et livraison des échantillons,

6. Entretient préventif et étalonnage du matériel,

7. Methodes opératrice ordinaires.

8. Reactifs et étalons de référence.

9. Contrdle statistique de la qualité.

10. Validation et interprétation des données.

11, Analyse et contréle du laboratoire.

12, Etalonnage intra et inter-laboratoire.

Le nombre et I'étendue des éléments réellement inclues dans un programme
d'assurance qualité dépendra du genre, de la taille et des bescins de gualité du
laboratoire concerné.

3.7 Coordination de I'assurance qualité

La mise en place d'un programme d'assurance qualité devrait étre la
responsabilité directe de la personne désignée comme le coordinateur de I'assurance
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qualité. Le coordinateur devrait de préférence étre responsable devant la direction du
laboratoire et se trouver en dehors du laboratoire. |t est trés important que le
coordinateur de 'assurance qualité maintienne une grande objectivité ainsi qu'une
collaboration étroite avec la direction et les scientifiques.

Deux responsabilités essentielies du coordinateur sont:

1. Formuler des recommandation sur les objectifs de I'assurance qualité et
aider A leur formulation dans le laboratoire, quant aux objectifs du
taboratoire, I"aide administrative et la formation du personnel de laboratoire.

2. Fournir les directives de l'assurance qualité pour la réduction et
I'interprétation des données, Mentretient et 'étalonnage des appareils, et les
projets d'évaluation de Yassurance qualité, ainsi que participer a ces
évaluations de I'assurance qualité.

Dans des programmes de surveillance avec un grand nombre de laboratoires,
peut surgir le besoin d'un groupe o'assurance qualité dort la responsabilité principale
serait d'évaluer les méthodes analytiques utilisées et d'aider les scientifiques et les
techniciens & mettre en place toute mesure corrective necessaire. Un coordinateur
d'assurance qualité au niveau naticnal pourrait &tre institué pour superviser et préter
assistance & tous les laboratoires de chaque pays.

3.8 Protocole d’assurance qualité

Tout laboratoire qui travaille avec un programme d'assurance qualité devrait
avoir un protocole ou un manuel d'assurance qualite qui indique les méthodes
opératrice ordinaires. Un protocole ou un manuel d'assurance qualité peut étre défini
comme un docurnent &crit qui identifie les buts, 'organisation, les objectifs, les activités
fonctionnelles et les activités particuliéres & 'assurance gualité destinés & atteindre les
buts désirés pour le fonctionnement du laboratoire (USEPA, 1980).

La US Environmental Protection Agency (1978) indique les principaux
composants d'un protocole d'assurance de qualite. Les composants suivants sont
particuliérement intéressants.

1. Organisation du laboratoire.

2. Objectifs d’assurance qualité. Les termes statistiques pour le contrdle de
qualité, tels que exactitude et précision, doivent &tre définis.

3. Systéme d'assurance qualité. Les éléments importants du progfamme
d'assurance qualité doivent étre decrits.

4, Evaluation de la performance. La frequence et la méthodologie pour
évaluer le contrdle de qualité du laboratoire doivent étre spécifiées.

5. Mesures correctives. Les mesures & prendre pour corriger les defauts
observés dans le contrle de qualité doivent étre documentées.
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Formulaires de rapport. Tous les formulaires de rapport utilisés pour
enregistrer les données et évaluer 'assurance gualité doivent étre inclus.

Rapports d'assurance qualité. Le format et la fréquence des rapports
d'assurance qualité doivent &tre spécifiés, ainsi que la liste de distribution
de ces rapports.

3.9 Mise en place pratique

Avant de commencer un programme d'assurance gualité, ou avant de modifier
un programme existant, Garfieid (1984) recommande de suivre une série d'étapes qui
peuvent &étre résumées de la fagon suivante:

1.

10.

11.

Préparer un plan d'assurance qualité en étroite collaboration avec tout le
personnel du laboratoire, la direction et les scientifiques.

Evaluer le colt gue représente la mise en place d'un programme
d'assurance qualité, en accordant une attention particuliére au temps et 4
I'effort que le personnel de laboratcire est disposé a consacrer au
programme.

Deéfinir les objectifs du programme d'assurance gualité, en tenant compte
du niveau de qualité désiré ou exige pour le travail accompli.

Identifier les éléments d'assurance qualité nécessaires, en tenant compte
des discussions et des recommandation inclus dans les chapitres suivants
de ces Directrices.

Elaborer le protocole d'assurance qualité qui sera utilisé comme document
de référence pour le programmae.

Désigner un ¢coordinateur ou un groupe de I'assurance qualité et spécifier
ses responsabilités,

Etablir la fréquence et le processus des exercices d'évaluation de
lassurance qualité.

Dé&finir les méthodes de mise en place des actions correctives futures.
Préparer les grandes lignes des différents types de rapports d'évaluation,
établir les personnes responsables de leur préparation et désigner les

personnes qui doivent recevoir une copie.

Mettre en place le programme d'assurance qualité, évaluer ses progrés et
madifier son contenu suivant le besoin et 'expérience.

Préparer un document détaillé de toutes les activités.

Les chapitres suivants traitent des &léments les plus importants d'un programme
d'assurance qualité pour un laboratoire de microbiologie. Les discussions et les
recommandations incluses dans ces chapitres peuvent é&tre incorporees dans un
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protocole d'assurance qualité, qui est le document pour toutes les activites d'assurance
qualité menées a bien dans un laboratoire de microbiologie.

4. ECHANTILLONNAGE
4.1 Introduction

Les programmes de surveillance continue et de contrdle s'appuient en général
sur des observations réalisées sur des échantillons discontinus obtenus dans des
limites de temps et d'espace. S'assurer que I'échantilion obtenu est représentatif du
phénomeéne étudié devient donc un élément essentiel du programme de surveillance.
Contrairement & la croyance habituelle, il est tres important de se rendre compte gue
les erreurs introduites pendant le prélevement des échantillons et leur préparation sont
en général beaucoup plus importantes que les erreurs provenant des déterminations
ahalytiques.

La difficulté majeure pour obtenir un échantilion d'eau représentatif est due au
mangue d’homogénéité, tant dans I'espace que dans le temps, de la masse d'eau
considérée. Cette difficulié est particuliérement importante lors de 'analyse des eaux
natureltes, intérieures ou cotidgres, 4 cause des guantités imprévisibles d'eaux de
ruissellement, d'effluents municipaux et industriels, dont la qualité peut varier selon les
fluctuations de la qualité de I'effluent et les performances des stations de traitement des
eaux. De plus, les différents types de circulation des eaux de réception ont une grande
influence sur la dispersion et le transport des déversements,

Les principaux aspects dont il faut tenir compte pour obtenir un &chantillon
d'eau représentatif sont les suivanis: 1) la sélection convenable du point
d'échantiflonnage, 2) le strict respect des procédures d'échantillonnage, 3)
l'identification compléte de I'échantillon, 4} la conservation adéquate de I'échantillon,
el §) le transport rapide de I'échantillon vers le laboratoire.

4.2 Points d’échantilionnage

Les points d'échantillonnage pour la surveillance des eaux & usage récréatif
doivent étre choisis de telle fagon qu'ils reflétent |a qualite de I'eau a I'inténeur de toute
la zone & usage récréatif. Il n'existe pas de critére deéfini pour etablir le nombre ou la
distribution dans 'espace des points d'échantillonnage nécessaires pour la surveillance
de la qualité microbiclogique d'une zone a usage récréatif. Un critére généralement
utilisé est celui qui consiste & établir des points d'échantillonnage aux endroits oU se
produit la plus grande densité de baigneurs, et tout particulidérement aux endroits
connus comme é&tamt affectés par les déversements de tuyaux d'eau de pluie, de
toileties publiques et de centres de loisirs, ou aux abords d'un émissaire sous-marin.

Les observations quantitatives réalisées dans les eaux cbtiéres de la mer
Méditerranée indiquent que la zone la plus utilisée pour ta baignade est comprise entre
le bord de mer et des points a 2,0 matres de profondeur, 14 ol les baigneurs ont pied.
Cependant, la plupart des enfants se trouvent prés du bord de mer, 14 ol les vagues
se brisent apportant en suspension avec elles une forte concentration de particules de
sable et de sédiments. Les points d'échantillonnage sont done établis dans des zones
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ou la profondeur d'eau est entre 1,0 et 1,5 m. |l existe fort peu d'information
expérimentate qui permette de sélectionner 'emplacement des points d'échantillonnage.

Une étude de base de la qualité de 'eau dans la zone & usage régréatif fournit
une base excellente pour établir ia situation et le nombre des points d'échantillonnage.
Les résultats de ce programme intensit d'échantillonnage, de concert avec une étude
détaillée des courants marins et des déversements d'eau, indiqueront tout modéle de
détérioration de la qualité de 'eau qui devra &tre pris en considération lors de la
sélection des points d'échantillonnage représentatifs de toute [a zone 4 usage récréatif.
Cette étude devra inclure 'analyse des échantillons d'eau pris & des profondeurs d’eau
différents, & des heures differentes de la journée, a des moments différents de la marée
et pendant toute autre source connue de variation possible de la qualité de 'eau.

L'expérience acquise pendant la mise en place du programme de surveillance
devrait servir 2 modifier et & améliorer le programme initial d’échantilionnage. |l est
généralernent recommandé de prendre les échantillons d'eau dans ta couche
supérieure de la masse d'eau mais toujours en dessous de la surface. Le but est
d'obtenir un échantillon représentatif de la masse d'eau a laguelle sont exposés la
plupart des baigneurs tout en écartant toute interférence analytigue due aux particules
ou aux matériaux en suspension, ainsi que tout autre phénomeéne localisé dans la zone
d’echange air-eau. i_es Méthodes de référence pour I'étude de la pollution marine
préparées par le PNUE, ta Directive 76/160 (1976) de la CEE et d'autres guides
régionaux de surveillance recommandent tous que les échantillons soient prélevés & 20-
30 cm en dessous du niveau de I'eau. | existe fort peu d'information expérimentale qui
permette de cheisir la profondeur du prélévernent de I'échantillon.

La fréquence du prélévement de I"échantillon doit étre en rapport direct avec
lintensité et les variations saisonniéres des activités de loisirs. )l est préférable de
prendre les échantillons aux heures et aux jours de plus forte densité de baigneurs. |l
existe fort peu d'information expérirmentale sur les variations diurnes ou temporelles de
la qualité de V'eau. Ceci peut &tre particulier & la zone a usage récréatif considére,

De plus, les frequences de prélévement des échantillons établies par la Directive
76/160 (1976) de la CEE ainsi que les critéres provisoires pour les eaux de baignade
de la Méditerranée approuvés par les Parties Contractantes de la Convention de
Barcelone (PNUE, 1985), ne spécifient qu'une prise d'échantillon tous les 15 jours. Les
horaires de travail des laboratoires, en particulier pendant I'été, qui est la période clé
de baignade dans la région méditerranéenne, imposent des limites réelles quant A
Fheure du jour et aux jours de ta semaine ou les échantillons peuvent étre prélevés,
puisque les échantilons doivent étre ramenés au laboratoire et analysés le méme jour.
Cette iimitation est également valable pendant les week-ends et les vacances estivales
au moment od les activités de loisirs atteignent teur point cuiminant.

En résumé, il existe un besoin réel de solides critéres de sélection de I'endrait,
de la frequence et du moment du prélévement de 'échantillon d'eau. Les lignes
geénerales présentees ici sont un compromis entre les horaires conventionnels des
laboratoires et les besoins croissants de surveillance de la qualité des eaux de
baignade. L’application systématique d’'un ensemble de procédures d'échantillonnage
acceptées représenteraient sans aucun doute un premier pas vers la fiabilité et la
comparabilite des résultats obtenus par les laboratoires qui participent au Programme
MED POL. Des &tudes spécifiques devraient &tre menées & bien afin d'établir des
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critéres plus précis quant & I'endroit, la fréquence et le moment du prélevement de
I'échantilton afin que des protocoles plus adaptés puissent &tre établis & I'avenir.

Il n’existe pas de critére pour déterminer le nombre de points d'echantillonnage
gu'il faut établir dans une zone & usage récréatif donnge. Cependant, 'expérience
acquise aprés plusieurs années d'activités de surveillance peut fournir une base solide
en vue de la modification du nombre et de 'emplacement des points d'échantillonnage
initiaux. Néanmoins, une fois que les points d'échantilionnage ont été établis, il est trés
important de ne pas les changer avant la fin de la saison de baignade et de ne les
changer qu'aprés totale justification.

La fréquence de prélévernent des échantillons normalement adoptée dans les
programmes de surveillance en Méditerranée est d'un échantilon par semaine pendant
les 12 semaines de la saison estivale, et d'un échantillon toutes les deux semaines
pendant ie reste de 'année. Des frequences plus grandes d'échantillonnage ont éte
mises en place dans certaines régions cotiéres. La capacité d'analyse des laboratoires
et la fréquence de prélévement des échantillons adoptées détermineront le nombre total
de points d'échantillonnage incius dans un programme de surveillance. I est tout & fait
préférable de conserver ces fréguences de prélevement des échantillons dans un
normbre limité de points d'échantilionnage que de couvrir un plus grand nombre de
points d'échantilionnage, mais d'utiliser une fréquence de prélévement si basse que
évaluation de 1a qualité de I'eau perde toute signification.

Le moment du prélévement de I'échantilon généralement utiiisé en Méditerranée
sont les heures de la matinée, le plus pres possible de midi, lorsque les activites de
baignade sont les plus intenses. Nl est généralement recommandé de prélever
I'échantilton entre 9 heures du matin et 2 heures de ['aprés-midi, et de préférence entre
12 heyres et 1 heure de 'aprés-midi, les limitations étant imposées par le temps de
transport jusqu’au laborateoire et par le temps nécessaire pour réaliser les analyses
suivant ies heures de travail en été.

4.3 Prelévement et taille de V'échantilion

Des efforts devront étre faits pour que les échantilions prelevés soient
représentatifs de la masse d'eau considérée et pour qu'iis ne soient pas contaminés au
moment de leur prélédvemnent et avant leur analyse. Les bouteilles d'échantillonnage
stériles pour l'analyse microbiclogique doivert rester fermées jusqu’au moment du
preleverneant de 'échantillon. La bouteille doit élre fermee immeaediatement aprés le
prélevement, identifiée convenablement et placee a l'abri dans un récipient pour sa
conservation et son transport jusqu’au laboratoire.

Les bactéries se fixent par adsorption aux particules et aux parois internes de
Iz bouteille déchantillon, Un espace suffisant doit done &tre laisséd dans 1a bouteille
d'échantition lors du prélévement afin de permettre le mélange avant I'analyse. Des
differences spectaculaires dans les concentrations microbiennes apparurent au cours
de l'un des exercices d'interétalonnage qui se sont tenus dans la Méditerranée
(PNUE/OMS 1986) dues 2 un mauvais mélange de I'échantillon obtenu aprés des
pluies abondantes qui avaient augmente les matiéres en suspension dans les zones
cOtidres étudides. Sous aucun prétexte I'analyste ne jetiera une partie de 'échantillon
pour pouvoir mieux mélanger le contenu de ia bouteilie. Les bouteilles dépourvues
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d’'espace d'air devront étre mélangées parfaitement plusieurs fois et avec soin avant
'analyse de leur contenu.

La taille minimale d'un échantillon doit étre de 100 ml pour chaque indicateur
bactérien & analyser, Lorsque les trois indicateurs bactériens communs sont analysés,
il est recommandé d'obtenir un échantilon d'un volume de 500 ml. Les analyses
microbiologiques qui requiérent une concentration de I'échantillon, telle gue la
détermination de virus, peuvent demander des volumes d’échantillon de 50 litres ou
plus.

4.4  Méthodes de prélévement des échantillons

a méthode la plus simple pour prélever un échantillon consiste a tenir la
bouteille prés de sa base, de lintroduire sous la surface de l'eau, et de retirer son
bouchon afin de pouveir la remplir d'eau & la profondeur désirée. Pousser doucement
la bouteille dans 'eau pendant le remplissage pour éviter toute contamination de la
main de la personne chargée de I'échantilionnage. Lorsque I'échantillon est recueilli &
I'aide d'une corde ou avec le bras tendu, la bouteille peut étre introduite ouverte et le
col pointé vers le bas sous la surface de I'eau, et tournée ensuite jusqu'a ce que le col
pointe [&gérement vers le haut, Lorsque Péchantillon est recueilli d'une embarcation, les
échantillons devront étre recueillis sur le cbté amont du bateau afin d'éviter toute
contamination en provenance de celui-ci.

Lorsque 'on utilise des bouteilles avec un bouchon en verre, on introduit
généralement un morceau de papier entre le goulot de la bouteille et le bouchon afin
de faciliter I'ouverture apres la stérilisation. Ce morceau de papier devra étre retiré avant
de remettre le bouchon de verre afin d'éviter tout risque de contamination ou de
renversement de I'échantillon & cause d'une bouteille mal fermée.

Tous les échantillons recueillis dans une masse d'eau soupgonnée de contenir
du chlore résiduel devront &tre déchlorés au moment de leur prélévement. Avant de
stériliser les bouteilles Jd'échantillon, on devra ajouter une quantité suffisante de
thiosulfate de sodium dans chaque bouteille de fagon & ce que, une fois I'échantillon
d'eau recueilli, la concentration de thiosuifate soit proche de 100 mg/l. On utilise
généralement une solution de thiosulfate de sodium a 10% pour doser les bouteilles
d'échantillon. L'addition de 2 gouttes de cette solution pour 100 ml de capacité de
bouteille donne une concentration adéquate de thiosulfate dans Ia bouteilie.

Les bouteilles devront étre clairement identifiées avec un numére gravé ou écrit
a l'encre indélébile sur la bouteille. Il est indispensable que la personne qui recueille
I"échantillon remplisse la fiche d'identification de celui-ci immédiaterment aprés I'avoir
préleve. Tout échantillon qui arrive au laboratoire avec une fiche insuffisante ou dont
lidentification peut &tre mise en doute doit &tre écarté,

Dans les programmes de surveillance, I'échantillonnage de I'eau n'est souvent
gu'un €lément de tout 'effort pour obtenir les données, dans lequel les conditions
atmosphériques, la transparence et la température de l'eau, ainsi que d'autres
conditions environnementales sont mesurées et enregistrées, La personne qui recueille
les echantillons doit écrire des remargues pertinentes sur les conditions de la qualité
de I'eau au moment du prélévement de I'échantillon qui peuvent indiquer des niveaux
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anormaux de contamination bactérienne. Cette information sera trés utile pour les
microbiologistes au moment de 1a préparation des dilutions pour les analyses.

Le personnel de laboratoire devra étre responsable de la reception, de la garde,
des soins et du traitement de I'échantillon lorsgue celui-ci arrive au laboratoire. 1i doit
tenir un livre de registre dans lequel il enregistre 'échantillon dés son arrivée, ainsi gue
la date, I'heure d’arrivée et la signature de la personne qui 'a préleve.

45 Conservation de 'échantillon

Tous les échantillons d'eau doivent &tre examinés aussi tdt que possible apres
avoir &té prélevés. Le temps de conservation est un point critique pour la surveillance
de la qualité des eaux de baignade. Les points d'échantillonnage sont généralement
loin des laboratoires, Une circulation difficile pendant la période estivale et un acces
problématique aux plages peuvent allonger d'autant le temps nécessaire au transport
de I'échantillon jusqu'au laboratoire. 1l est genératernent recommandé que 'échantilion
ne soit pas conservé plus de 6 heures aprés avoir &té prélevé. Les échantilions devront
&tre conservés & l'abri de la lumiére et de ta chaleur. lls doivent étre conservés de
préférence dans une glaciére dans laquelle des paguets de froid chimique pourront étre
introduits afin de conserver la température proche de 4 °C pendant le transport. Les
échantillons devront étre analysés dang les 2 heures qui suivent leur réception au
laboratoire afin d'assurer la qualité et la validité des résultats. On peut utiliser le test
d'incubation différée lorsque T'on ne peut pas appliquer les procédes courants.

Des é&tudes menées & bien sur I'évolution de la concentration des indicateurs
fécaux en fonction du temps de conservation (Mujeriego, 1985) indiguent que la
diminution des concentrations bactériennes dans les échantillons d’eau cdtiére, aprés
avoir été tenus pendant 24 heures & 4 °C, est dans le niveau de signification des
méthodes d'analyse bactériologiques. Par conséquent il n'existe pas de différence
statistiquement significative entre la concentration bactérienne d'un échantilion analysé
immédiatemnent aprés avoir &été prélevé et celle obtenue lorsque 'échantillon est analysé
24 heures apreés avoir &té prétevé, D'autre part, des écarts de plusieurs ordres de
grandeur ont &té observés dus & lapplication inadégquate des méthodes
bactériologiques par les laboratoires participants.

Lorsque le temps de transport de 'échantillon ne permet pas I'utilisation d'un
laboratoire central, d’autres alternatives doivent étre adoptées tel que: 1) analyse des
échantillons dans un laboratoire agréé situé dans les environs, 2) examen des
échantillons sur le terrain avec un éguipement de laboratoire agrée, et 3) analyse sur
le terrain a l'aide d'un laboratoire mobile. L'examean de I'eau de mer avec un
dquiperment de laboratoire de campagne ou un laboratoire mobile doit étre
sérieusement testé et compare avec un laboratoire agrée avant d'étre adopté comme
procédé acceptable.

Lorsqu’un échantillon d'eau est perdu ou refusé pour son analyse ultérieure, un
effort doit étre fait pour obtenir un échantillon supplémentaire dans les jours suivants.
Bien qu'il ne soit pas possible d'obtenir une réplique d'un échantilon d'eau de
baignade, il est intéressant de conserver le nombre d'échantilons aussi prés que
possible du nombre prévu au départ. Un nombre inadeguat de résultats expérimentaux
peut considérablement compliquer les procédes d'évaluation ultérieurs, en particulier
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au moment du calcul de la précision statistique et de |a signification des résultats
expérimantaux.

4.6 Hézsumeé

En résume, I'échantillonnage de 'eau est un élément essentiel d'un programme
d'assurance gualité. Lorsque les méthodes détaillées pour prélever et conserver un
échantillon d'eau représentatif sont établies, il est indispensable gu'elles soient
systématiquernent appliquées par tous les laboratoires participants. Des écarts dans les
concentrations bactériologiques dus a la non observation des méthodes systématiques
d’échantillonnage sont généralement beaucoup pius importants que ceux produits par
les méthodes d'analyse microbiclogiques. Bien gu'il y ait encore besoin de critéres
solides pour sélectionner les points d'échantilionnage, ainsi gue 'heure et la fréquence
du prélévement, et, dans une moindre mesure, la conservation de I'échantilion,
I'application systématique des méthodes actuellement recommandées assure la
comparabilité des données obtenues par différents laboratoires. |'expérience acquise
et les études menées & bien pendant la mise en place du Programme MED POL
devraient grandement contribuer 4 l'avancement du développement des critéres
d'échantiflonnage de 'eau.

La sélection convenable, {a formation et la considération due aux personnes qui
prélévent les échantilions sont des facteurs essentiels de tout programme de
surveillance des eaux marines. Des dispositions en vue de fournir des moyens de
transport adéquats et un horaire bien défini du prélévement des échantillons devraient
grandement contribuer & la mise en place fructueuse du programme de surveillance.

Un programme de surveillance ne devrait pas &tre mis en place lorsque le prélévement
des échantillons représente une tache supplémentaire pour des personnes gui ont déja
d'autres responsabilités, ou en absence d'un programme de formation pratique qui
couvre tous les aspects mentionneas ci-dessus.

MATERIEL DE LABORATOIRE

Le materiel de laboratoire doit étre de qualité adéquate afin d'atteindre ies
niveaux de sensibilité et de fiabilité nécessaires pour les méthodes microbiologiques.
De plus, il doit &tre congu et construit de fagon & ne demander qu'un minimum de
réparation pour corriger tout écart ou défaillance de ses caractéristiques essentielies.
Il est recommandé que tout le personne! technique lise les manuels d'utilisation et de
référence pour comprendre et utilizer parfaiterment tout le matériel, Les manuels doivent
&tre disponibles dans le laboratoire lorsgu'une piéce de matérie! doit &tre réparée ou
remplacée. Afin d'éviter tout accident inutile, tout le personnel du iaboratoire doit
comprendre parfaiternent les contrdles opérationnels et Putilisation correcte des
differentes parties du matériel. Tout le matériel de laboratoire doit étre sujet & des
normes écrites de service et d'étalonnage pour vérifier que ses performances
opérationnelies sont adéguates.

5.1 Incubateurs & air
La tempeérature d'incubation est un paramétre de sélection essentiel pour

lanalyse des indicateurs microbiens dans les eaux de baignade. Chague méthode
d'analyse a une température d'incubation specifigue, obtenue aprés de nombreuses
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&tudes comparatives. La température recommandee doit &tre choisie comme etant la
meilleure pour la recherche et le mise en évidence du microorganisme considere. La
température d'incubation ainsi que 1a durée de l'incubation et le milieu de culture de
base servent & définir un type de microorganisme.

L'activité métabolique des microorganismes est directement liée alatempérature
d'incubation. La termpérature d'incubation a en pariculier une influence directe sur le
taux de production de gaz, qui est une caractéristique de base utilisee dans la
recherche des organismes coliformes. Des études menées & bien sur des
dénombrements sur milieu solide pour les Escherichia coli (Taguchi, 1960) indiquent
que 35 °C est la température Jd'incubation optimale. La meilleure température suivante
est 37 °C. Les températures inférieures a 35 °C augmentent les possibilites
d'interférence causées par les colonies faux positives d'organismes non coliformes.
Pour cette raison, latolérance de la température de l'incubateur doit &tre mesurée avec
une précision de = 0,5 °C et tous les thermometres utilisés dans ces analyses doivent
étre gradués tous les 0,5 °C.

En 'absence de thermométres d'enregistrement, la température de l'incubateur
doit &tre annotée tous les jours, de préférence le matin et I'aprés-midi. Les écarts de
température de lincubateur supérieurs a 0,5 °C par rapport au 35 °C de la température
recommandée devront &tre corrigés par ajustement du thermostat.

Afin d'assurer une température uniforme & l'intérieur de 'incubateur, les tubes
et les boites de culture doivent &tre places de fagon & éviter I'emtassement et & assurer
une circulation d'air adéquate dans les cultures micrabiennes. L'encombrement donne
souvent lieu 4 des points chauds et froids a l'intérieur de I'étuve qui influent sur les
analyses. Ne pas empiler plus de 5 boites de Petri dans 'étuve et laisser suffisamment
d'espace entre les piles sur les étageres pour permettre une circulation de I'air adéquate
dans I'étuve.

Les incubateurs a air fonctionnant 4 35 °C créent une ambiance peu humide qui
peut altérer les cultures de bouillon et de geélose conservées pendant de longues
periodes d'incubation. Les ptaques de gélose incubées pendant 48 heures 4 35 °C ne
devraient pas souffrir une réduction de poids supérieure 2 15% par dessiccation. Les
pertes d'eau par évaporation sont la cause de changements défavorables dans le pH
des cultures de bouillon et peuvent supprimer la croissance bactérienne ou réduire la
taille des colonies qui poussent sur les membranes filtrantes (MF). Certaing incubateurs
commerciaux possédent un réservoir 4 eau incorporé gui permet de maintenir 'lhumidité
entre 75 et 85% environ. Ces réservoirs doivent étre réguliérement remplis d’eau afin
de remplacer 'eau perdue par évaporation. Une coupe remplie d'eau distillée peut
également aider 4 maintenir I'humidité relative désirée & l'intérieur de I'incubateur.

52 Température élevée

Les methodes analytiques recommandées pour la mise en évidence sélective
des coliformes fécaux nécessitent une température d'incubation de 44,5°C. La
température d'incubation doit &tre contrélée de fagon précise car les températures
inférieures & celles recommandeées permettront la croissance d'organismes non
specifigues, tandis que les températures supérieures réduiront la mise en évidence des
coliformes fécaux. Il est recommandé de procéder & Pincubation A cette haute
ternpérature en utilisant un incubateur de bain d'eau, car ce systéme permet un contrdle
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plus précis de la température gue les incubateurs a air. Cependant, les incubateurs
modernes & contrdle dlectronique de la température peuvent maintenir une variation de
température + 0.2 °C. La mesure et le controle exacts de latempérature sont essentiels
pour les tests & températures &levées. En I'absence d'un thermometre enregistreur, 1a
température de l'incubateur de bain d’'eau devra &tre prise chaque jour a l'aide d'un
thermomaétre immergé ou d'un thermomeétre digital électronigue.

Puisque la tolérance de la température du bain d'eau doit &tre mesurée de fagon
exacte avec une marge de 0,2 °C par rapport & 44,5 °C, tous les thermometres utilisés
a cette fin devront avoir des divisions tous les 0,1 °C.

De grands bains d'eau avec couvercle sur le plan de travail peuvent maintenir
efficacement une température de 44,5 °C dans les limites de = 0,5 °C. Quelgues bains
d'eau non circulante peuvent contrdler la température dans les limites de = 0,2 °C
tandis que d'autres peuvent avoir des écarts légérement plus importants. Ces derniers
peuvent réduire leurs écarts & = 0,2 °C en installant un mofeur tournant & petite vitesse
ou une pompe & eau extérieure afin de créer une circulation de I'eau modérée et
empécher aingi toute stratification thermale. Afin d’éviter les problémes de corrosion des
métaux, on doit utiliser des paniers en acier inoxydable ou plastifies. Les incubateurs
a bain d’eau peuvent &tre netioyés et désinfectés avec de I'eau de javel domestique &
raison de 1 mi pour 10 litres J'eau. Aprés 24 heures de contact, le bain devra étre vidé
et rempii avec de 'eau distillée.

5.3 Stérilisation par chaleur séche

La stérilisation par chaleur seche des ustensiles de laboratoire est obtenue en
maintenant la température 4 170 = 10 °C pendant 2 heures. Les fours commergiaux
doivent &tre contrdlés afin de vérifier qu’ils satisfont 4 ces demandes. | est recommande
que tout four a stérilisation utilisé dans le laboratoire soit pourvu d'un thermometre
calibré avec précision. En 'absence d'un thermométre enregistreur, te four doit avoir un
thermométre long allant jusqu’a 160-180 °C, inséré dans le plafond et dont le bulbe est
introduit dans un cylindre gradué rempli de sable. La température devra étre vérifiée
pendant la stérilisation. Les indicateurs de température disponibles sur le marché sont
utiles pour le contrdle de |1a stériiisation,

Les objets destinés & étre stérilisés seront disposés et séparés les uns des
autres de fagon & ce qu'il y ait une circulation de I'air qui permette que tous les objets
atteignent la température de stérilisation.

5.4 Autoclaves

La stérilisation humide de nombreux articles de laboratoire est réalisée en
maintenant une température de 121 °C pendant 15 minutes dans un autociave. Les
milieux bactériologiques, les bouteillles d'échantillon, le matériel de filtration sur
membrange et les rebuts du milieu de culture sont stérilises dans un autoclave.
['autoclave doit étre pourvu d'un thermometre précis dont le bulbe est situé dans la
ligne d'évacuation afin gu'il enregistre la température minimum dans la chambre de
stérilisation. La durée de la stérilisation doit &tre comptée & partir du moment ou la
température désirée est atteinte dans la chambre.
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| es auto-cuiseurs domestigues peuvent &tre utilisés au besoin g'ils sont pourvus
dindicateurs de pression et de thermométres dont les bulbes sont situés a 3 cm au
dessus du niveau de I'eau. Cependant on ne peut considérer ces appareils comme
étant I'équivalent d'un autoclave recommandé pour un laboratoire permanent, en
particulier parce qu'ils sont difficiles & regler.

Les bandes d'étiquetage dont la couleur varie avec la chaleur, les marqueurs
sensibles & la chaleur, ou tout autre matériel dont 1a couleur ou I'état change lorsque
la température de stérilisation est atteinte, sont utiles pour contrdler la température d'un
autoclave. Ces indicateurs de la stérilisation doivent étre utilisés chaque fois que
I'autoclave est mis en service. De fagon périodique, les autoclaves doivent étre vérifiés
et entretenus afin de s'assurer de leur parfait fonctionnement et d'éviter tout acegident.
Nettoyer périodiquement les surfaces intérieures, vérifier et nettoyer systeématiquement
les tuyaux d'écoulement, remplacer les vieux joints en caoutchouc ainsi que les
indicateurs de pression et de température sont les taches essentielles d'un programme
de contrdle préventif.

5.5 Thermaomeétres

Afin de s'assurer gue tous les thermométres habitueliement utilisés dans le
laboratoire sont exacts, leurs lectures devront &tre vérifiées en les comparant avec la
leciure de thermomeétres homologués. Vue l'importance du contréle de la température
exacte, chaque laboratoire doit posséder un jeu de thermometres homologués.

Puisgue Texactitude des thermométres n'est pas uniforme sur toute la portée
des températures, teur exactitude devra étre vérifiée dans la zone des minimum et
maximum qui seront utilisés. De fagon périodique, on vérifiera qu'il n'y a pas de fissure
dans les colonnes de mercure qui diminuerait 'exactitude de leurs mesures.

5.6 pH métres

Dans un laboratoire microbiclogique, les mesures du pH doivent étre faites a
laide d'un pH métre électronique dont la précision de lecture est de = 0,1 unités de
pH. Les électrodes peuvent s'abimer et donner des lectures erronées, il est donc
recommandé de toujours disposer d’'une électrode de rechange. Les pH meétres doivent
gtre calibrés de fagon périodigue & l'aide d'une solution tamponnée dant la valeur du
pH est connue. Puisque le calibrage n'est pas uniforme sur toute la portée du pH, on
doit proceder & un calibrage chague fois gque les valeurs du pH doivent étre lues au
deld des limites pour lesquelles I'appareil a &té calibre.

Les mesures colorimetriques du pH ne sont pas acceptables dans le laboratoire
bactériclogique parce gu'il est impossible de procéder a une mesure colorimétrique du
pH de solutions forternent colorées, tel que le bouillon M-Endo ou e bouillon M-FC
utilises dans la méthode des membranes filtrantes,

5.7 Balance

La préparation des milieux de culture peut demander 'usage d'une balance qui
puisse peser plusieurs centaines de grammes. A celte fin, chagque laboratoire devra
avoir une balance dont la sensibilité est supérieure a 2 grammes pour 100 grammes de
charge.
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La pesée des additifs des milieux, des réactifs et des teintures qui sont ajoutés
en quantites inférieures a 2 grammes exige Fusage d'une balance analytique dont la
sensibilité est de 1 mg pour 10 grammes de charge. Ce genre de balance trés sensible
doit &re mis & 'abri des vibrations, de la poussiére et des periurbations dues aux
systémes d'air conditionné ou a la circulation dans le laboratoire. 1l faut préter une
attention toute particuliére lors de la pesée afin de ne pas abimer la larme délicate du
couteau sur e point de ia balance,

5.8 Source de lumiére

Un grossissement de 10 & 15 fois est indigué pour compter les colonies MF. Un
examen visuel direct des cultures de coliformes totaux MF n’est pas recommancdé parce
que des petites colonies ou celles dont la couleur est atypique peuvent passer
iNapergues.

La lumiere du jour diffuse d'une lampe fluorescente blanc froid, ajustée & un
angle de 80 a 80 degrés sur la culture MF, est la source de lumiére la plus adéguate
pour observer le lustre métallique doré des colonies de ¢oliformes, le bleu des colonies
de coliformes fécaux ou le rouge des colonies de streptocoques fécaux.

5.9 Appareils d'inoculation

Plusieurs types d'appareils d'inoculation sont généralement utilisés dans le.
laboratoire bactériologique pour passer une croissance bactérienne d'un miliey de
culture & un autre ou a un porte-objet de microscope. Les appareils utilisés le plus
couramment sont 'anse de platine, le baton applicateur en bois jetable et la pipette de
Pasteur,

L'anse de platine doit avoir un diamétre de 4 mm ou plus, de préférence entre
6 et 7 mm, afin de permettre le transfert convenable du bouillon de culture sans
renversements accidentels. L'anse doit avoir de 7 4 8 cm de longueur afin de pouvair
atteindre le bouillon de culture sans contarniner le tube avec te porte boucle. Pour le
transfert des cultures, a la place de I'anse de plating, on peut utiliser les anses en
alurminium ou en acier inoxydable. Ces anses peuvent &tre mises dans un couvercle en
métal et stérilisées par chaleur séche ou dans un autoclave. On peut utiliser des anses
en plastique, stériles et & usage unigue.

Les batons applicateurs jetables en bois, stérilisés par chaleur séche, peuvent
&tre utilisés pour transférer les bouillons de culture. La stérilisation par autociave ne doit
pas &tre utilisée parce que le bois dégage des produits qui sont toxiques pour les
bactéries pendant le transfert.

Les pipettes de Pasteur ne sont pas recommandées pour transférer les bouilions
de culture & cause de la quantité excessive d'inoculum qui peut &tre introduit dans
certains ¢as. Les nombreux organismes divers introduits de cette fagon ne peuvent pas
étre convenablement supprimés par les substances sélectives du milieu de culture, ce
qui entraine un nombre considérable de réactions métaboliques fausses positives.
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510 Bancs de filtration sur membranes

Les bancs de filtration utilisés dans les méthodes MF ont deux parties:
I'entonnoir et la base de I'entonnoir. Des dispositifs de filtration reutilisables peuvent &tre
construits avec du plastique d’autoclave, du verre en borosilicate, de F'acier inoxydable
ou en métal. Les entonnoirs fabriqués en acier inoxydable résistent mieux & la corrosion
et durent plus longtemps. Les entonngirs en plastique ou en verre coltent moins cher
mais peuvent se casser,

Les parties de I'entonnoir de chaque dispositif de filtration doivent étre lavées
au moins une fois pas semaine dans une solution de détergent doux afin d'éviter
laccumulation de saleté ou de taches dues & la dureté de l'eau sur les parois de
Fentonnoir,

£.11 Pinces

Les méthodes des membranes filtrantes exigent 'usage de pinces steriles, tant
pour placer les membranes stériles dans le dispositif de filtration que pour transférer la
membrana sur le milieu de culture, Les pinces doivent &lre stérilisées en les brilant &
I'alcoo!. Les pinces doivent avoir des extrémités lisses, comme celies utilisées pour les
collections de timbres, pour ne pas percer ou déchirer les membranes. Uneg lime
métallique peut étre utilisée pour arrondir les surfaces des pinces pointues.

6. APPAREILS DE LABORATOIRE

Les appareils de laboratoire en verre sont soumis a une serie de substances
corrosives pendant les analyses, & une température élevée pendant la stérilisation, a
des nettoyages répétés et & un maniement continy, toutes ces agressions accélérent
le rebut et le remplacement des appareils en verre. Un choix extensif de matériel en
plastique et en verre dur (borosilicate) & jeter, ainsi que guelques récipients en acier
inoxydable, peuvent maintenant remplacer le verre. Les matériaux plastiques utilisés
dans un laboratoire de bactériologie ne doivent contenir aucun résidu de moulage, ne
doivent avoir aucune marque d'étalonnage precise et doivent résister & plusieurs
passages en autociave g'ils vont étre réutilisés.

6.1 Appareils pour préparer les milieux

Il est recommandé que les appareils utilisés pour la préparation des milieux de
culture soient fabriqués en verre de borosilicate ou tout autre matériaw non corrosit, tel
que I'acier inoxydable. Les appareils fabriqués en alliages d'aluminium, de cuivre ou de
zinc ne doivent pas &tre utilisés parce que ces métaux réagissent également avec les
solutions de milieu et introduisent des ions metalliques toxigues pour les bactéries, De
plus, les appareils pour la préparation des milieux doivent étre lavés soigneusement afin
d'éviter toute contamination avec les résidus ou le milieu sec.

Les sections suivantes résument les recommandations les plus importantes dont
it faut tenir compte lors de |la preparation et de 'utilisation des bouteilles d'échantilion,
des pipettes, des boites de Petri, des tubes de culture, des tubes et des bouteilles de
ditution, des membranes filtrantes et des tampons absorbants.
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6.2 RBouteilles & échantilion

L'échantillonnage doit &tre mené a bien avec des bouteilles a échantillon a large
col gui facilitent et accélérent le prélévernent de I'échantillon. Les bouteilles & &échantilion
en verre doivent &tre fabriquées en verre de borosilicate ou autre verre non corrosif, de
préférence équipées de bouchon a vis en métal ou en plastigue. La toxicité bactérienne
des nouveaux bouchons & vis en plastique doit &tre vérifiée avec une adaptation du test
d'eau pure décrit dans les Standard Methods (APHA, 1985). Les bouchons en plastique
peuvent en général tre libérés de leurs résidus toxiques de phénol par six passages
successifs en autoclave accompagnés de changements de I'eau distillée.

Avant de procéder & la stérilisation, les goulots des bouteiles avec des
bouchons en verre doivent étre couverts avec une feuille d'aluminium ou avec un épais
papier impermeéable qui va de la bague jusqu’a I'épaule de la bouteille. Il est préférable
d'utiliser de I'aluminium parce qu'il peut étre mainienu en place en appuyant la feuille
autour du cou de la bouteille. Pendant la manutention, cette feuille restera toujours sur
le bouchon en verre; le bouchon et sa protection seront remis en place sur la bouteille
lorsque I'échantillon sera prélevé.

Les bouteilles & &chantilion en plastique ainsi que leurs bouchons a vis doivent
&tre fabriqués dans le méme matériau plastique résistant a l'autoclave afin d'éviter toute
déformation pendant Ie passage & I'autoclave qui entrainerait des fuites. Les bouchons
des bouteilles a échantillon ne doivent pas étre vissés a fond pendant le passage a
lautoclave afin de faciliter les changements de pression d'air et déviter le
gauchissement et la déformation des bouteilles. Les principaux avantages des bouteilles
& échantillon en plastique sont leur prix modique, leur faible poids et leur résistance a
la casse. Cependant, elles ne doivent contenir aucune substance toxigue ou aucune
matiére organique qui pourraient &tre introduites lors de leur fabrication.

6.3 Pipettes

Les pipettes utilisées dans le laboratoire de bactériologie doivent délivrer
rapidement et exactement te volume spécifié avec une marge de précision de 2,5%. Les
pipettes en verre et en plastique jetables doivent étre stériles, satisfaire le niveau
d’'exactitude, étre lisibles, et ne doivent contenir aucun résidu toxique. Pour éviter que
le technicien n'absorbe par accident aucune substance dangereuse, il est recommandé
d'utiliser une pompe manuelie ou une poire en caoutchouc et de mettre un bouchon
de coton dans le gouiot des pipettes,

Des boites ou des pots en metal sont des récipients adéquats pour la
stérilisation et la conservation des pipeties stériles. Ces réciplents seront en acier
inoxydable parce qu'its résistent aux déformations produites par fa chaleur sans
introduire de substances toxiques pour les bactéries. De plus, les boites ou les pots
en métal permettent un accés direct aux pipettes et peuvent contenir un grand nombre
de pipettes. La sterilisation et la conservation de pipettes isolées peuvent étre réalisées
en enveloppant celles-ci dans du papier de bonne qualité qui ne brilera pas aux
températures de stérilisation.




v-21

Contréle de la qualité

5.4 Boites de Petri

Les boites de Petri sont des appareils de laboratoire indispensables pour les
dénombrements sur gélose nutritive ordinaire, les cultures MF et l'isolement sur milieu
solide des cultures bactériennes. La taille des boites de Petri généralement utilisées
pour les dénombrements et 'isolement de cultures pures est de 100 mm x 165 mm.
Puisque les méthodes MF utilisent des membranes ordinaires d'un diametre de 47 mm,
des bolies de Petri ajustées de 50 mm x 12 mm sont généralement utilisées pour cette
méthode d'examen. Cependant, on peut utiliser des boites de Petri non hermétiques
si elles sont conservées dans des récipients fermeés pendant 'incubation au bain marie;
on peut également utiliser des boltes de Petri plus grandes dans lesquelles plusieurs
membranes peuvent &tre convenablement placées,

Les boites de Petri jetables ont grandement remptacé les boites de Petri en
verre utilisées traditionnellement dans le laboratoire de microbiclogie & cause de leur
prix modigue, de la simpiicité de nettoyage et de stérilisation, et de leur moindre risque
de casse. Il est préférable d'utiliser des boites de Petri dont le couvercle ajuste bien
plutdt que ceux dont le couvercle n'ajuste pas pour les cultures MF, parce gu'ils
réduisent les pertes de bouillon et de milieu de gélose dues & Pévaporation et gu'ils
maintiennent une atmosphere humide dans la plagque de culture.

Les boites de Petri en verre doivent étre stérilisées et conservées dans des
récipients en meétal {acier inoxydable ou aluminium) parce que de cette fagon les
bouchons non ajustés restent ensemble et empéchent tcute contamination par la
poussiére de I'intérieur stérile de la boite. Lorsgue I'on ne dispose pas de récipient en
métal pour stériliser les boites de Petri en verre de 80 mm, ou en plastique de 100 mm,
on peut utiliser des feuilles &paisses d'aluminium ou de papier d’emballage pour
envelopper environ 6 4 10 boltes en vue de les stériliser et de les conserver par la
suite.

Les boites de Petri jetables en plastique sont généralement vendues pré-
stérilisées et empaquetées dans des sachets en plastigue pour éviter toute
contamination. Les boites de Petri jetables & couvercle ajusté pour les cultures MF sont
vendues dans des petites boltes en carton qui sont également utiles pour conserver
les boites pendant leur premier usage et pendant leur réutilisation aprés stérilisation.

6.5 Tubes de culiure et fermetures

Les tubes de culture sont des appareils de laboratoire indispensables pour les
analyses de tests multiples, les tests biochimiques pour l'identification bactérienne et
le stockage des collections de cultures. Les tubes de culture doivent étre fabriqués en
verre de borosilicate ou en verre résistant a la corrosion. Les tubes de culture jetables
sont généralement fabriqués en verre ordinaire et ne sont donc pas recommancdés pour
leur usage en bactériclogie a cause de la réaction entre le verre et les milieux de culture
pendant la conservation et l'incubation.

La taille des tubes de cultures doit &tre suffisante pour contenir le milieu de
culture et les volumes d’échantillon utilisés, tout en laissant suffisamment d'espace libre,
La taille du petit tube inversé placé dans les tubes de fermentation doil &tre en relation
avec les volumes de culture et de milieu. Flus le tube inversé est grand, plus
I'observation des bulles de gaz est fiable et rapide.
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Les bouchons en plastique ou en acier inoxydable gui ajustent bien, ainsi que
les bouchons en aluminium desserrés ou en lignine, sont recommandeés pour les tubes
de culture utilisés dans la méthode des tubes multiples. Bien que I'on puisse également
utiliser un tampon de coton non absorbant comme bouchon de tubes, leur préparation
adéquate demande un temps considérable.

6.6 Tubes et bouteilles de dilution

L'examen bactériologique d'échantillons d’'eau cbtiére par la méthode des tubes
multiples, la méthode des membranes filtrantes ou la technique des dénombrements
sur gélose exige généralement la préparation de dilutions exactes de I'échantillon. Des
blancs faits sur 'eau de dilution peuvent éire préparés soit dans des tubes de culture
4 bouchon & vis contenant @ ml de diluant pour les dilutions 1|10, soit dans des
bouteifles de dilution d'une capacité de 99 ml de diluant. Les bouteilles de dilution sont
généralement utilisées, car elles permettent la préparation de dilutions 1:10 et 1:100.

Les bouteilles de dilution en verre doivent &tre fabriquées en borosilicate ou en
verre résistant a la corrosion. 1l est intéressant que le niveau de graduation pour 8 mi
{tubes) ou 99 ml (bouteilles) soit marqué de facon permanente sur la paroi du verre.
Bien que celte margue aide ies bactériologistes & préparer les blancs sur eau de
dilution, il est également possible de mesurer avec précision le volume d'eau de dilution
nécessaire pour obtenir @ ml ou 99 mi d'eau de dilution aprés stérilisation. Il est
recommandé que les tubes et les bouteilles de dilutions spéciales ne soient utilisés que
pour preparer les blancs faits sur I'eau de dilution.

Les bouchaons des tubes ou des bouteilles de dilution doivent éviter toute fuite
de leur contenu pendant l'agitation ou le mélange vigoureux pour obtenir des
suspensions bactériennes uniformes. Les bouchons recommandés seront dong des
bouchons en verre, en caoutchouc, en plastique ou & vis. Comme il a été indigué, il faut
verifier la présence de substances toxiques pour les bactéries dans les nouveaux
bouchons & vis, et les détoxiquer si besoin est,

6.7 . Membranes filtrantes

Le rendement analytique des membranes filtrantes peut varier selon la
technologie de fabrication, les matériaux employés et le degré de contrdle de qualité
utilise. Les membranes filtrantes pour les examens bactériologiques doivent assurer une
retention totale des organismes 4 la surface d'une matrice inerte et non toxique, et
permetire un contact continu de ces microorganismes avec les nutriments présents
dans le milieu de culture placé sous la membrane. Ces conditions essentielles exigent
une qualité excellente des marques commerciales de membranes filtrantes utilisées
dans le laboratoire. Des études menées a bien par Tobin et autres (1980) indiquent la
performance relative des differentes marques de membranes filtrantes.

Il & &t& decouvert que des encres utilisées pour imprimer le systéme de grille sur
les MF étaient bactériostatiques ou bactéricides. |l est donc recommandé de vérifier que
les MF utilisées n'aient pas d'effets localisés sur la croissance bactérienne.
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Les milieux de cultures pour la méthode des membranes filtrantes ont eté
développés afin d'assurer une diffusion adéquate a travers la matrice en nitrocellulose,
tout en évitant une possible réaction avec les substances chimigues incluses dans les
milieux de culture, Ces détails doivent &tre pris en considération au moment de choisir
des nouveaux types de membranes filtrantes. Les membranes filtrantes choistes doivent
derneurer inertes a toute action bactérienne et ne doivent pas altérer les caractéristiques
physico-chimiques responsables de la sélectivité et de la spécificité des milieux.

Les membranes filtrantes peuvent étre réutilisées plusieurs fois, & condition
qu'elles ne soient utilisées que sur les mémes milieux de culture. Cependant il n'existe
pas de données fiables sur la performance des filtres réutilises. Pour réutiliser les
membranes filtrantes, celles-gi sont nettoyées successivernent dans 1rois eaux
frémissantes différentes, et sont ensuite bouillies dans de I'acide chlorhydrique & 3%
pendant 3 minutes. Les membranes sont alors nettoyées dans au moins 3 eaux
distillées frémissantes. On ajoute dans la derniére eau de ringage un peu d'indicateur
pourpre de bromocresol et assez de bicarbonate de soude pour neutraliser toute acidité
résiduelie. Aprés avoir bouilli pendant 5 minutes dans cette derniére eau de ringage, les
membranes sont prétes a étre réutilisées (Geldreich, 1875). La couleur rose produite par
le mitieu du type M-Endo peut étre éliminée en trempant les membranes filtrantes dans
une solution de suliite de soude 4 10% avant de commencer le processus de
neutralisation.

6.8 Tampons absorbants

| es bactéries retenues sur lamermbrane filtrante peuvent recevoir des nutriments
s0it des tampons absorbants saturés de bouillon soit du milieu en gélose, Lorsque 'on
prétére fe milieu liquide, le substrat du tampon absorbant doit &tre fabriqué avec des
fibres de papier de tres haute qualité, absorber de fagon uniforme, et étre libre de toute
substance qui pourrait empécher la croissance bactérienne. Les matériaux toxiques
présents sur les tampons absorbants peuvent étre retirés en trempant les tampons dans
de I'eau distillée & 121 °C pendant 15 minutes en autoclave, puis en stérilicant les
tampons absorbants & 121 “C pendant 15 minutes.

Une méthode alternative a I'utilisation des tampons absorbants consiste &
préparer tous les bouillons MF sur une base de gélose en ajoutant 1,5% d'agar ou la
proportion de gélose recommmandée par le fabriguant. Les préparations avec gélose
doivent &tre utilisées immédiatement ou conservées dans un endroit frais et obscur, et
utilisées dans les limites de temps de conservation recommandés pour chague milisu
de culture, tant gu'il n'y a pas de déshydratation.

7. NETTOYAGE ET STERILISATION

Un nettoyage minutieux des objets en verre et une stérilisation correcte des
milieux et des appareils sont des éléments essentiels pour qu'un laboratoire fonctionne
convenablement. Si ces deux points ne sont pas observés, la sensibilité et ia
reproductibilité des examens bactericlogigques seront altérées et diminueront la qualité
des résultats du laboratoire.
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7.1 Nettoyage des objets en verre

Les objets en verre du laboratoire peuvent étre nettoyés & la main ou & la
machine. Les machines 4 taver automatiques doivent étre capables d'obtenir des objets
parfaiterment propres et brillants, libres de toute acidité, alcalinité et résidus toxiques qui
pourraient supprimer la croissance des microorganismes. Lorsque le lavage se fait 4 la
main, on emploiera des détergents de laboratoire plutdt que les détergents doux
normalement utilisés pour le nettoyage domestique. |l faut utiliser de I'eau chaude et
brosser soigneusement les objets afin de s'assurer qu'il ne reste pas de dépbts
pelliculaires ni de dépdts résiduels de matiére séche. Aprés le lavage, les objets en
verre sont rincés, d’abord avec de 'eau chaude et ensuite avec de 'eau distillée, afin
d'eliminer tout reste de détergent et de dépdts chimiques. On devra vérifier la
transparence des objets en verre aprés leur séchage par air.

7.2 Méthodes de stérilisation

On peut utiliser plusieurs méthodes de sterilisation dans un laboratoire de
microbiologie. La méthode choisie dans chague cas dépend de 1a stabilité des milieux
de culiure, des réactifs, ou des matériaux qui vont étre stérilisés. Les méthodes les plus
courantes de sterilisation sont: la chaleur humide, 1a chaleur séche, l'incineration totale,
la sterilisation au gaz, la filtration, les rayons UV et la irradiation.

Les sections suivantes traitent les aspects les plus importants de ia stérilisation
des différents appareils de laboratoire.

7.21 Milieux et réactifs

Les réactifs et les milieux des tubes de culture doivent étre passés a l'autoclave
4 121 °C pendant 10 & 12 minutes, mais moins de 15 minutes, 4 moins qu'une
ternpérature et un temps difiérents ne soient spécifiés. La période de stérilisation doit
étre comptée a partir du moment ol l'autoclave atteint 121°C. Une exposition trop
prolongée A la chaleur peut entrainer une hydrolyse des sucres, en particulier de la
lactose, et donc favoriser des réactions fausses positives causées par des organismes
non coliformes,

Les milieux de culture pour les méthodes MF n'ont généralement pas besoin
d'étre passés a I'autoclave parce que P'exposition aux températures de stérilisation
entraine la destruction du sulfite de soude sur le milieu M-Endo, et lnstabilité de
certaing agents suppressifs. Cependant, une exposition & la chaleur est nécessaire pour
assurer une dissolution totale des ingrédients du milien. La méthode de chauffage la
plus adéquate consiste a placer les flacons de milieu dans un bain d'eau bouillante
pendant 5 minutes. Puisque les températures du milieu atteignent un maximum
d'environ 87 °C pendant cette période, le milieu de culture est rendue libre de
microorganismes.

7.2.2 Membranes filtrantes et tampons absorbants

Les membranes filtrantes sont vendues en général préstérilisées et protégées
dans des enveloppes individuelles, les tampons absorbants sont empaquetés par lots
de 10 ou plus pour teur facile distribution dans les boites de Petri. Lorsque les paquets
de membranes filtrantes et de tampons absorbants ne sont pas préstérilisés, ils doivent
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&tre stérilisés dans 'autoclave & 121 °C pendant 10 minutes. Une exposition prolongee
aux températures de stérilisation peuvent boucher les pores des MF, créant ainsi un
écoulement irrégulier de 'eau A travers la membrane, ou peuvent rendre les membranes
cassantes et les déformer, Puisque les caractéristiques physiques des membranes en
nitrocellulose varient pendant leur emmagasinage, it est recommandé de ne pas
emmagasiner des réserves de MF supérieures aux besoins de 12 mois.

7.2.3 Dispositifs de filtration MF

Les dispositifs de filiration sur membrane doivent &tre nettoyés et enveloppés
dans du papier kraft pour étre ensuite stérilisés dans l'autoclave & 121 °C pendant 15
minutes. L'emballage doit &tre tel qu’il maintienne la stérilité pendant entreposage en
laboratoire. Pour stériliser sur I'établi du laboratoire entre filtrations, I'entonnoir du filtre
propre et le porte membrane doivent étre exposés a la lumiére UV pendant 2 minutes
ou immergés autamt de termps dans de 'eau bouillante.

U'efficacité de la désinfection par UV peut &tre mesuree en comparant les
dénombrements de colonies sur des plagues de suspension exposées ou non aux UV,
Une exposition aux UV doit produire une réduction de 99% de la suspension
bactérienne utilisée.

La stérilisation par chaleur séche, en chauffant & 170 °C pendant une heure,
peut &tre utilisée avec des dispositifs de filtration en verre, en prenant la précaution de
reticer au préalable le bouchon en caoutchouc. Cependant, les objets en métal ou en
plastique ne doivent pas étre stérilisés par chaleur séche, parce que les contre roues
en nylon ou en néopréne s'abiment rapidement et que le matériel plastique se déforme
avec facilité.

7.2.4 Bouteilles d'échantilion

La méthode de stérilisation des bouteilles d'échantilion différe selon que les
bouteifles utilisées sont en verre ou en plastique. Les bouteilles en plastique et les
bouteilles en verre & bouchon de plastigue peuvent &tre passées a plusieurs reprises
4 l'autoclave a 121 °C pendant 15 minutes. Les bouchons ne doivent pas é&tre
complétement vissés pour permettre une compensation de la pression pendant ta
stérifisation dans {"autoclave. Les bouteilles en verre 4 bouchons en verre doivent &tre
stérilisées par chaleur séche 4 170 °C pendant 2 heures. Cette méthode permet le
séchage total de toute solution de thiosulfate de sodium qui aurait pu &tre ajouté dans
la bouteilie avant stérilisation.

7.2.5 Objets en verre

Il est recommandé de stériliser les objets en verre normalement utilisés dans le
laboratoire de bactériologie avec la méthode de la chaleur séche & 170°C pendant 1
heure. Les ouvertures doivent &tre enveloppées avec du papier aluminium ou du papier
d’'emballage afin que les objets restent stériles pendant leur entreposage.

Les objels en vearre tels que les pipettes et les boites de Petri sont généralerment
conserves dans des récipients en acier inoxydable qui permetient la stérilisation par
chaleur séche. Une exposition de 2 heures & 170 °C A |la chaleur s&éche est nécessaire
pour gque ta chaleur pénétre de fagon convenable & 'intérieur de ces récipients d'objets
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en vaerre. Cependant, les applicateurs en bois jetabies doivent &tre stérilisés uniquement
par chaleur seéche parce que le passage en autoclave peut genérer des produits distiliés
du bois qui peuvent étre toxigues pour les bactéries.

7.2.6 Blancs faits sur I'eau de dilution

Les blancs faits sur I'eau de dilution sont stérilisés en autoclave 4 121°C pendant
15 minutes. Les bouchons & vis ou les bouchons en caoutchouc ne doivent pas é&tre
complétement fermés afin de permetire un équilibre de la pression pendant le passage
en autoclave. De I'eau de dilution peut étre perdue par évaporation ou par débordement
lorsque la pression de la vapeur est rapidement réduite pendant le cycle d'échappement
de l'autoclave. Un contrdle du temps du processus d'échappement de la vapeur doit
remeédier cette perte. Cependant, lorsque les pertes de volume du blanc de dilution sont
continuellement supérieures 4 2% il faut préparer des volumes d'eau de dilution de 101
ou 102 ml afin de compenser les peries d'eau pendant le passage en autoclave. Cet
ajusternent évitera de pipetter de I'eau de dilution stérile dans les blancs de dilution
avec un volume nsuffisant.

7.2.7 Reéutilisation des plaques de culture

Bien que les plaques de culture en plastique utilisées dans la méthode MF
soient généralement considérées comme des objets jetables, elles peuvent étre
reutilisées, La méthode de réutilisation consiste a se défaire des vieilles cultures et &
nettoyer & la main le dessus et le dessous des plaques avec un détergent doux
domestique. Aprés ringage et séchage a I'air, les plaques sont prétes a &tre stérilisées.
Le plastique ne supporte pas 'exposition 4 la chaleur pendant le passage 4 I'autoclave
et donc d'autres méthodes de stérilisation doivent étre utilisées, Les plagues de culture
gn plastique peuvent étre stérilisées en trempant le dessus et le dessous dans de
I'éthanol & 70% pendant 30 minutes, en les mettant & égoutter sur une serviette propre
et en les séchant & 'air avant de les réassembler. Une méthode de stérilisation plus
pratique consiste A exposer les parties intérieures des plaques de culture aux rayons
UV pendant 5 minutes et & les réassembler ensuite pour leur emmagasinage ou leur
utilisation immédiate.

Les boites de Petri en plastique peuvent égalerment étre stérilisées avec de
I'oxyde d’éthyléne bien qu'il faille contrdler qu'il ne reste aucune trace de gaz dans les
plagques de culture.

Pour vérifier 'efficacité de ces méthodes de stérilisation, il est recommandé de
prendre une plaque de chaque lot stérilisé et de I'utiliser pour le contrble de la
stérilisation. On ajoute de la gélose nutritive ordinaire en surfusion dans la plague, on
mélange en tournant doucement, on laisse solidifier et on incube & 35°C pendant 48
heures. Il ne doit y avoir aucune croissance de bactéries sur la plague de contréle si la
stérilisation a été convenablement faite.

7.2.8 Stérilisation par la flamme

Les 0ses bouclées et les aiguilles sont stérilisées par chauffage & la flamme d'un
brileur & gaz ordinaire jusqu’a ce qu'elles deviennent rouges, Les aiguilles et les oses
bouclées doivent refroidir & 1a température ambiante avant de les utiliser afin d'éviter de
détruire les cellules bactériennes pendant leur transfert.
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Les pinces et les spatules sont généralement stérilisées en surface en les
trempant dans lalcool et en brdlant ensuite le reste d'alcool pour incinérer toute
bactérie qui pourraient rester, Le chauffage direct des pinces et des spatules peut
détruire la trempe du métal et abimer ta MF pendant les manipulations.

7.3 Qualité de I'eau de laboratoire

L'eau utilisée dans le laboratoire de bactériologie ne doit contenir aucune
substance toxique ou nutritive qui pourrait influencer la survie ou la croissance des
bactéries ou des virus. De plus, eau d'approvisionnement du laboratoire ne doit
contenir aucun microorganisme qui pourrait ajouter des substances inhibitrices ou
inclésirables dans 'eau de dilution.

Le meilleur systéme d’eau distiiée est fabrigué en acier inoxydable. Cependant,
des systémes adéquats peuvent &tre également construits en verre. Le chlorure de
polyvinyle est un contaminant important des systémes d'eau de haute gualité des
laboratoires et ne doit donc pas étre utilisé pour unir l&s tuyaux.

Un systdme de traitement de P'eau qui consiste en une série de colonnes
déionisantes et un filtre & charbon peut neftlement augmenter 'efficacité du processus
de distillation. Cependant, ces colonnes doivent étre entretenues avec soin pour éviter
la libération des composants organiques ou inorganiques éliminés au préalable de I'eau
du robinet.

Il existe des systémes commerciaux qui utilisent des cartouches jetables ou
rechargeables pour préfiltrer 'eau de source, suivis d'une adsorption organique, d'une
déionisation et enfin d'une filtration sur membrane. Un systéme d'osmose inverse,
associé & une série de colonnes de déionisation peut égalerment produire une eau
d'excellente qualité.

La conductivité électrique est une mesure essentielle de la qualité d'un
laboratoire, en particulier lorsqu'elle est faite a plusieurs points dans le systéme d'eau
distillée. Bien que les mesures de conductivité reflétent la présence de matériel ionisé,
elles ne différentient pas les ions des métaux toxiques ou non toxigues, ou les polluants
organiques qui peuvent étre présents. Un test chimique spécifique fournira des
informations supplémentaires pour le contrdle routinier de la qualité de feau.
Cependant, ces analyses ne donnent aucune indication de la toxicité biologique reiative
des impuretés.

La toxicité biologique ou les libérations d'éléments nutritifs de 'eau distillée et
déionisée peuvent &tre mesurées avec un test d'aptitude décrit dans Standard Methods
(APHA, 1985). Le test d'aptitude doit &tre réalisé tous les ans, et aprés une réparation
des équipements ou le nettoyage du réseau de distribution de I'eau dans e laboratoire,

7.4 Eau de difution

L'examen bactériclogique des eaux naturelles et poliuées exige I'utilisation de
dilutions en série des échantillons d’eau pour obtenir une densite bacterienne dans les
limites comptables recommandées pour chagque méthode d'analyse. De fagon idéale,
le diluant ne doit pas changer la densité bactérienne de I'échantilion d'eau et ne doit
pas influer sur la mise en évidence des organismes atténués. L'état physiologique des
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microorganismes qui seront mis en évidence dans un échantillon d'eau détermine en
grande partie le choix du diluant. Par conséquent, le choix final d'un diluant adapté pour
les échantillons d'eau doit se baser sur les conditions réelles des bactéries dans les
échantillons d’eau naturelle qui seront analysés et non pas sur la réponse des cultures
pures de bactéries,

Il n'est pas recommandé d'utiliser de l'eau distillée pour la dilution de
I'echantillon d’'eau parce gqu'elle est dépourvue des ions métalliques essentiels et
manque de capacité de tampon et de chélation (Geldreich, 1875). La dilution des
échantillons d'eau naturelle avec de l'eau peptonée a montré que les multiplications
bactériennes pouvaient apparaitre 4 température ambiante lorsque le temps écoulé
gntre la dilution de I'échantilion et linoculation est supérieur & 40 minutes. Par
conséquent, lorsque 'on utilise de l'eau pepionée a 0,1% comme diluant, on doit
observer une limite de 30 minutes pour procéder & la dilution en série. Le pH de I'eau
de dilution peptonée doit étre ajusté a un pH = 6,8,

Afin d'assurer que la croissance bactérienne se fait avec un minimum de retard
lors de l'analyse des eaux naturelies de haute qualité, il faut utiliser un degré de
minéralisation correspondant a celui de 'eau naturelle. L'eau de dilution tamponnée au
phosphate satisfait parfaitement cette dermande. Cependant,la préparation des dilutions
en série de I'échantillon doit &tre terminée dans les 30 minutes pour éviter tout
changement important dang |a densité bactérienne & température ambiante.

La solution tampon concentrée de phosphate de potassium doit &tre ajusté au
pH = 7,2, L'addition de sulfate de magnesiurn a 'eau de dilution tampon phosphatée
améliore la récupération des organismes stressés par une eau de haute qualité ou par
des eaux gui contiennent de fortes concentrations d'ions de métaux lourds (MaclLeod,
1967). La solution tampon concentrée doit étre jetée iorsque I'on remarque la présence
de turbidité due A une contamination microbienne. On doit préparer des petites
quantités de solution tampon concentrée et, aprés stérilisation en autoclave & 121 °C
pendant 15 minutes, on doit les conserver entre 5 et 10 °C, De cette fagon, ia solution
tampon concentrée stérile sera disponible en petits volumes et, si par hasard il se
produit une contamination, on ne devra jeter qu'un petit volume de concentré.

CARACTERISTIQUES DES MILIEUX DE CULTURE

La plupart des laboratoires de bactériologie utilisent des milieux déshydratés
préparés commercialement pour les examens d'eau de routine parce qu'ils sont fiables,
pratiques et quils évitent du travail. Lorsque les guantités de milieu de culture
nécessaires sont petites, ou lorsque le laboratoire et le personnel sont limités,
I'utilisation de milieux préparés du commerce peut étre justifiée, bien que le colt par
unité est plus élevé. Des milieux en ampoule ou des ficles pré-pesées de milleux
deshydratés peuvent étre utilisés dans un laboratoire qui ne réalise que quelgues
analyses avec des kits portatifs de MF, parce que 'emmagasinage des milieux est
restreint et que la préparation est plus facile dans des conditions d'opération sur le
terrain.
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8.1  Préparation des milieux

Les milieux de culture déshydratés sont disponibles sous forme de poudres
finement moulues, de granulés ou de comprimés, Le choix entre ces preparations est
déterminé principalement par e colt, la disponibilité, le contrdle de qualité fait par le
fabricant, et la pratique. La poudre finement moulue est la forme utilisée le plus
fréquemment. Quelque soit leur forme commerciale, la meilleure methode pour préparer
des milieux de culture consiste & ajouter peu a peu les gquantités convenablement
pesées jusqu'd environ la moitié du volume total d'eau distillée. La dissolution des
milieux est facilitée par le préchauffage de 'eau distillée entre environ 45 et 50 °C. Aprés
un mélange minutieux, on ajoute le volume restant d'eau distiilée pour laver la poudre
résiduelle des parois intérieures du récipient. Enfin le milieu de culture est stérilisé.

Lorsque le milieu de culture contient des géloses, la méthode la plus facile pour
dissoudre la gélose consiste & placer le flacon avec les ingrédients dans un bain d'eau
bouillante jusqu’a ce gue le milieu de gélose se dissolve en une solution unifarme. Un
milieu de gélose doit &lre compiéternent dissous avant de pouvoir &tre mis dans les
tubes de culture ou les bouteilles. '

Lorsgu'un milieu de culture est dissous, il doit &tre placé dans des tubes de
culture ou des bouteities appropriés et rapidement stérilisé par les methodes adéquates.
Afin d'éviter fa croissance bacteérienne dans un milieu de culture, le temps écoulé entre
la préparation des milieux et la stérilisation ne doit pas dépasser 2 heures. La
température d'un milieu de gelose doit &tre maintenue entre 45 et 50 °C de telle fagon
qu'il reste fluide suffisamment longtemps pour étre correctement distribué.

8.2 Mesures du pH des milieux

Le pH métre &lectronique utilisé pour préparer les milieux de culture doit étre
calibré dans les écans de pH utilisable a 'aide d’'une solution standard concentrée de
précision. Puisque la plupart des milieux bactériologiques utilisés dans le laboratoire
d'eau est voisin de pH = 7,0, la solution standard choisie pour calibrer le pH métre &
intervalles journaliers doit étre pH = 7,0. Les méthodes colorimétriques ou les bandes
de papier de pH ne sont pas acceptables pour mesurer le pH parce que les
changemeants de couleurs sont masqués par les teintures présentes dans les milieux
de culture,

Lorsque le pH des milieux de culture s’éloigne de plus de + 0,5 unités de pH
des limites établies de tolérance, le pH métre doit &tre vérifié immédiatement. Sile pH
métre fonctionne correcterment, il faut vérifier avec soin qu'it n'y ait pas d'erreurs dans
les méthodes de préparation et de sterilisation. Si le probléme ne vient pas de ces
facteurs, on doit soupgonner la qualité de I'eau distillée ou celle du milieu de culture du
commerce.

83 Conservation des milieux

Les milieux de culture déshydratés ne restent pas stables indéfiniment. Ces
produits subissent des changerments qui peuvent altérer tant leur efficacité dans les
souches bactériennes de culture que leur possibilité de détection par les réactions
biochimigues. Les fournitures de milieux de culture doivent &tre achetées en quantités
telles qu'elies ne durent pas plus d'un an et de préférence pas plus de 6 mois. On ne
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doit acheter aucun milieu sans indication précise de sa date d'expiration. Lorsqu'une
bouteille de milieu est ouverte, elle doit &tre utilisée dans les 6 mols. '

Lorsque les milieux de culture sont préparés, ils doivent étre gardés dans un
endroit 4 'abri de la lumigre, de la contamination et de 'évaporation excessive. La
conservation des milieux de culture stériles pendant de longues péricdes augmentera
le risque de contamination, ¢’ affaiblissement de l'intensité de couleur de l'indicateur, de
précipitation ou d'évaporation excessive; tous ces facteurs peuvent radicalement
affecter le rendement des milieux de culture préparés. A moins done d'utiliser des tubes
de culture & bouchon a vis, ou des plaques de culture hermeétiques, la production de
milieux de culture doit &tre limitée aux quantités calculées pour étre utilisées dans la
semaine.

8.4 Contrdle de qualité des milieux

Il est en général préférable d’utiliser des milieux déshydratés du commerce pour
les analyses de routine plutdt que de préparer les milieux & partir des ingrédients de
base; les produits du commerce sont moins sujets aux variations de composition
chimique que les composants peses individuellement. La pesée unigue d'un milieu du
commerce doit donner une plus grande uniformité de composition et réduire te temps
de préparation.

Bien gue les milieux de culture du commerce soient soumis a des contrbles de
gualité, ils peuvent parfois &tre inadéguats. Les milieux du commerce qui contiennent
de l'azoture de sodium, tels que M-Enterococcus et KF-Streptococeus, ont une durée
de 2 ans apres leur production a cause des effets nuisibles produits par la lente
décomposition du composé d'azoture.

L'analyse d’'un milieu pour [a sélectivité et le recouvrement quantitatif adéquat
doit étre baseé sur des échantillons d'eau appropries qui peuvent éire changes par
dilution ou par dosage avec des organismes choisis. La méthode pour évaluer les
milieu de culture est décrite en détails par Geldreich (1975).

8.5 Enregistrement du pH des milieux

Le pH des milieux de culture doit &tre mesuré aprés stérilisation et enregistré
avec la date et le numéro de lot du milieu. C’est un minimum absolu que de mesurer
le pH d'au moins un lot de milieu stérilisé de chaque nouvelle bouteille de milieu du
cornmerce afin de verifier sa qualité, | .a mesure du pH final des milieux de culture
permet de détecter les erreurs qui ont pu se produire durant la préparation ou la
sterilisation des milieux, ou toute détérioration survenue au cours de la conservation des
milieux déshydratés une fois les paquets ouverts,

8.6 Caractéristiques des milieux de culture standard

Les recommandations suivantes sont valables pour les milieux de culture
généralement utilisés pour la détermination des coliformes totaux, des coliformes fécaux
et des streptocoques fécaux. Les mesures de sécurité du matériel ainsi que les fevilles
ndiguant ies risques, incluses dans chaque boite de milieu de culture, doivent &tre lues
avec attention et leurs recommandations doivent étre scrupuleusement suivies.
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La gélose Endo ne doit pas étre stérilisée & 121 °C pendant 15 minutes. Une
trop longue exposition & la chaleur détruit e sulfite de sodium présent dans le milieu
de culture, ce qui donne un médiocre lustre des colonies de coliformas. La préparation
de la gélose doit done étre dissoute dans un bain d'eau bouillante, refroidie & 45 °C et
ensuite versée dans un nombre adéquat de boltes de culture,

Une exposition prolongée a la chaleur du milieu M-Endo détruit ou réduit sa
spécificité. Le milieu ne doit donc étre chauffé que jusqu’au point d’ébullition, comme
cela est décrit dans les sections sur la stérilisation. La quantité de milleu M-Endo
préparée doit &tre adéquate pour pourvoir aux besocins journaliers. Cependant, un
surplus de milieu peut étre utilisé dans les 96 heures suivantes s'il est conservé a
Fobscurité 4 2 °C. |l est essentiel de conserver le milieu M-Endo & I'obscurité car il est
sensible & la forte lumiére artificielle ou 4 la lumiére solaire directe.

On ajoute de I'aniline bleue dans le milieu M-FC comme indicateur pour détecter
la fermentation de la lactose. Le déveleppermnent de la couleur bleue de la colonie ne
dépend pas de I'addition du sel de 'acide rosolique. En ajoutant le sel de sodium de
lacide rosoligue dans le milieu M-FC, une variété d’organismes coliformes non fécaux
est supprimee, Sans leffet inhibiteur du sel de Pacide rosolique, une importante
croissance de colonies de couleur blanche et grise peut se developper et géner les
colonies bleues de coliformes fécaux. L'addition d'acide rosolique n'est pas nécessaire
et peut étre omise du bouillon M-FC ¢'il n'existe qu'un dénombrement minimum de
colonies de fond et si des résultats équivalents sont obtenus sans 'acide rosolique.

La quantité de bouillon M-FC préparée doit étre suffisante pour satisfaire les
besoins journaliers escomptés. Cependant, un surplus de milieu peut étre utilisé dans
les 96 heures suivantes g'il est conserve dans 'obscurité entre 2 et 10 °C.

La gélose M-Enterococcus et la gélose KF-Streptococcus doivent étre chauffées
dans un bain d’eau bouillante pour dissoudre la gélose. Lorsque [a gélose est dissoute,
il faut poursuivre le chauffage pendant encore 5 minutes. Lors de la préparation de la
gélose KF-Streptococcus, le milieu doit alors &tre refraidi entre 45 et 50 °C, et ajouter
1 mi de solution aqueuse stérile 4 1% de triphenil-tetrazolium pour 100 mi de milieu. La
gélose M-Enterococcus contient déja ce composé. Le pH du milieu final doit étre ajusté
4 7.2 avec du carbonate de sodium a 10% si necessaire. La gélose fluide peut étre
conservée pendant 4 heures dans un bain d'eau entre 45 &1 50 °C jusqu'a son emploi.
La gélose M-Enterococcus et la gélose KF-Streptococcus utilisées aves la méthode MF
peuvent étre utilisées immeaediatement ou conservées dans un endroit frais & l'abri de |a
lumiére pendant 4 semaines, s'il ne s'est produit aucune déshydratation,

9. LA METHODE DES TUBES MULTIPLES

La methode des tubes multiples pour le dénombrement des coliformes totaux,
des coliformes fécaux et des streptocoques fécaux est expliquée en détail dans les
Méthodes de référence pour les études de la Pollution Marine préparées par 'OMS
dans le cadre du programme MED POL. Dans cette méthode, des tubes identiques du
milieu de culture approprié recoivent des dilutions décimales d’'un échantillon d’'eau. Les
densites bactériennes sont alors calculées avec des formules de probabilité qui
predisent le nombre te plus probable de bactéries nécessaires pour produire les
combinaisons des tubes positifs et négatifs réellernent observés lors de 'analyse des
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dilutions décimales identiques. Le nombre le plus probable (NPP) est obtenu & 'aide
des tables de NPP correspondantes comme cela est presenté dans les Méthodes de
Référence et les Standard Methods (APHA, 1985).

9.1 Méthodes des coliformes totaux

Le dénombrement des coliformes totaux comprend trois étapes différentes de
tests: le test présomptif, le test confirmatif et le test d'identification. Le but du test
présomptif est de stimuler 'activité métabolique des bactéries atténuées et d'arriver &
une sélection approximative des organismes utilisant la factose. Aprés une incubation
a 352 C, une petite quantité de culture provenant de chaque tube présomptif avec
production de gaz est ajoutée dans le tube de miliew pour le test confirmatit. Le but du
test confirmatif est de réduire la possibilité de résultats gaz faux positifs. Afin de vérifier
que le test confirmatif élimine de fagon sélective tous les résultats faux positifs, il sera
parfois nécessaire d'isoler ces bactéries productrices de gaz et de les identifier comme
coliformes par la méthode du test d'identification.

Le choix des dilutions qui seront utilisées dans le test des tubes multiples doit
se baser sur les informations fournies avec 'échantillon d’eau. Les résultats obtenus au
préalable dans des stations d'échantilonnage d'eau identiques ou similaires facilitera
le choix du niveau de dilution qui sera utilisé dans les tubes de culture,

i faut secouer vigoureusement les échantilons d'eau immédiatement avant
d'enlever {'échantillon aliquote pour inoculer uneg série de tubes présomptifs dans le test
des tubes muitiples. Un mélange insuffisant donnera sans aucun doute une distribution

hétérogéne des bactéries, en particulier lors de I'analyse d'échantillons d’eau trouble.
Par conséquent les combinaisons de resultats gaz positifs seront incohérents et le
Nombre le Plus Probable de bactéries sera tout & fait faux.

Les tubes du test présomptif doivent é&tre examinés apres 24 + 2 heures,
Chague tube doit étre examiné avec soin. Les tubes qui ont du gaz dans la fiole de
farmentation sont classés positifs, soumis sans délais au test confirmatif et ensuite jetés.
Un tube avec du gaz en quantité quelcongue est considéré positif. Tous les tubes
pasitifs doivent étre confirmés au bout de la période initiale de 24 heures quelque soit
la quantité de gaz produite. Puisque les tubes positifs de gaz contiennent une
population bactérienne mixte qui rivalise avec les coliformes, il est possible que les
tubes contenant les coiiformes et indiquant une production de gaz aprés 24 heures
puissent donner des résultats négatifs lorsqu’ils sont confirmés apres une incubation
de 48 heures.

Les deux bouillons utilisés dans le test présomptif sont le bouillon lactosé et le
bouillon de fauryl tryptose qui permettent une mise en évidence des quantités
equivalentes d'organismes coliformes. Cependant, le bouillon de lauryl tryptose
empéche le développement d'organismes aérobiques formant des spores qui
ferrmentent souvent le lactose avec production de gaz. Des analyses comparatives
utilisant le bouillon lactosé et le bouillon de lauryl tryptose peuvent indiquer une
reduction appréciable dans le nombre des tubes présomptifs faux positifs quand on
utilise du bouillon de lauryl tryptose. Le choix du milieu présomptif doit donc &tre basé
sur une évaluation comparative d'une série représentative des échantillons d'eau
normalement examinés en laboratoire.
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Les tubes de culture sans production de gaz sont classés négatifs et sont
incubés pendant 24 heures supplémentaires. Ces cultures sont alors examinées pour
vérifier ta production de gaz ou une forte croissance. Les tubes positifs sont soumis au
test confirmatif, tandis que ceux qui n'ont pas produit de gaz et montrent une faible
croissance sont classés comme négatifs et jetés.

Bien que la production de gaz dans le test présomptif indique la présence
probable de bactéries coliformes, le gaz peut étre produit par d'autres organismes. Par
conséquent, pour confirmer la présence de bactéries coliformes, tous les tubes
présomptifs positifs doivent étre soumis a un test plus sélectif aprés enrichissement
aver du bouillon factosé ou de laury! tryptose. Le test confirmatif consiste a transférer
une petite quantité de culture de chaque tube présomptif pasitif, ainst que de ceux avec
une forte croissance, a des tubes de bouillon individuels qui contiennent du bouilion
lactosé vert brillant et a les incuber a 35 °C pendant 48 heures. La production de gaz
gans les tubes confirmatifs indique que les bactéries coliformes sont réellement
présentes dans I'échantillon d'eau examiné.

Le test d'identification est la méthode de référence pour la technique des tubes
multiples. Puisque ie test canfirmatif peut donner des réactions positives en I'absence
du groupe coliforme (test faux positif), i est recommandé d'effectuer des comparaisons
périodiques entre le test confirmatif et le test d’identification afin de vérifier 1a fiabilité des
résultats. Une série de 5 tests par mois doit &tre suffisante lorsque les deux tests sont
en accord. Le test d'identification est appliqué a tous les tubes confirmatifs avec
production de gaz dans un test individuel. La méthode détaillée pour le test
d'identification des coliformes totaux apparait dans la Méthode recommandée dans la
Partie Il de ces lignes directrices.

9.2 Méthode des coliformes fécaux

La determination des coliformes fécaux peut étre realisée & 'aide d'une étape
supplémentaire de la méthode des tubes multiples pour les coliformes totaux. Une
petite quantité de culture en provenance de chaque tube positif du test présomptif est
transférée dans un tube correspondant de bouillon EC. Les tubes de bouillon EC sont
incubes & 44,5 % 0,2 °C pendant 24 heures dans un bain d’'eau couvert pour assurer
un reglage de la température optimal.

Les tubes de bouillon EC indiquant une production de gaz aprés la période
d'incubation de 24 heures sont ¢classés positifs. Toute addition directe d'un volume
d'echantillons dans les tubes EC, sans enrichissement préalable dans un bouilion
lactose ou dans un bouillon de lauryl tryptose, n'est pas valable. De plus, il n'est pas
recommande dincuber les tubes de culture de bouillon EC plus de 24 heures, car il
existe une probabilité infime que des changernents dans la réaction gazeuse puissent
apparaitre.

9.3 Méthode des streptocoques fécaux

La méthode des tubes multiples pour le dénombrement des streptocoques
fecaux utilise e bouillon d'azoture de dextrose pour te test présomptif. Les tubes
inoculés sont incubés & 35 = 0,5 °C pendant 24 heures el ensuite examinés pour
déceler la présence de turbidité. Si aucune turbidité n'apparait aprés 24 heures
d'incubation, tes tubes sont de nouveau incubés et examinés apres 48 = 3 heures.
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Tous les tubes de cultures présentant des signes de turbidité aprés la période
d'incubation de 24 ou de 48 heures sont soumis au test confirmatif. Une petite quantité
de culture en provenance de chague tube de bouillon d'azoture de dextrose positif est
engemencée par strias sur une boite de Petri contenant de la gélose esculin-azoture.
Les plagues de culture sont alors incubées & 35 = 0,5 °C pendant 24 heures. La
présence de colonies brun noir avec des halos marron confirme la présence de
streptocoques fécaux. Bien gue le test soit surtout desting aux échantillons d'eau usée
brute et d’effluent d'eau usée chiorée, il peut étre appliqué & d’autres eaux douces mais
non aux eaux salées. Cette méthode est couramment employée pour analyser des eaux
avec de hauts niveaux de turbidité, & cause des interférences avec la membrane
filtrante.

9.4 Calcul du nombre le plus probable

Le nombre le plus probable (NPP) de bactéries dans un échantillon d'eau peut
étre estimé statistiquerment a partir du nombre de résultats positifs et négatifs obienus
dans le test des tubes muiltiples. Les combinaisons des tubes multiples les plus
couramment utilisées sont les cing portions identiques dans trois dilutions décimales,
bien que I'on puisse également utiliser trois portions identiques. Plus le nombre de
portions identiques de chaque volume d'échantillon dans une serie de dilution est
grand, plus le test est précis.

Lorsque I'on surveille des eaux de mer, on doit utiliser un NPP a cing tubes et
trois dilutions décimales pour obtenir un dénombrement plus précis des coliformes
(PNUE/OMS, 1985a, b, c). L'utilisation d'une combinaison a trois tubes plutdt gu'une
combinaison a cing tubes donne une densité de NPP beaucoup maoins précise, comme
on peut le voir dans l'intervalle de confiance de 95% correspondant a la meéethode des
trois tubes. De plus, les tables du NPP étaient & l'origine calculées pour inclure un biais
positif pour des raisons sanitaires. En tenant compte de ce biais, les valeurs obtenues
par un test NPP 3 trois tubes peuvent &tre surestimées de 43%, tandis que les valeurs
correspondantes par le test NPP 4 cing tubes ne sont surestimées que de 23%
(Geldreich, 1975).

Les tables NPP couramment utilisées contiennent les combinaisons de tubes
positifs les plus susceptibles de se produire quand on utilise 3 dilutions successives
dans cdes séries de trois ou cing tubes chacune. Cependant, pour des études
particuliéres avec d'autres combinaisons de tubes et de dilutions identiques, une simple
approximation de la valeur du NPP peut &tre obtenue en utilisant les formules courtes
indiquées dans les Standard Methods (APHA, 1985). Lorsque 'on fait des analyses
bactériclogiques de routine, on calcule la fréquence de chague combinaison de tubes
positifs. Lorsque la fréquence des combinaisons de tubes positifs NPP dépasse celle
qui est associée a des combinaisons moins fréquentes, la méthode des tubes mutltiples
est probablement erronée. De tels résultats anormaux peuvent étre dus a la présence
de substances inhibitrices dans les échantillons d'eau ou & des méthodes de laboratoire
inadéquates.
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10. METHODE DES MEMBRANES FILTRANTES
10.1 Introduction

La méthode des membranes filtrantes (MF) pour le dénombrement des
coliformes totaux, des coliformes fécaux et des streptocoqgues fécaux est expliquée en
détail dans les Méthodes de référence pour 'étude de 1a poliution marine. Dans cette
méthode, un volume connu d'échantillon d'eau est filtré a travers une MF dont le
diamétre du pore est optimal pour 1a rétention totale des bactéries. Lorsque 'eau passe
par les pores, les bactéries sont retenues 2 la surface de la MF. La MF est alors placée
en contact, soit avec un tampon de papier saturé de milieu liquide, soit directement sur
un milieu de gélose afin de fournir les éléments nutritifs nécessaires & la croissance
bactérienne. Aprés une incubation dans les conditions indiquées de temps, de
termpérature et d'humidité, fes cultures MF sont examinées pour déceler les colonies
bactériennes avec des caractéristigues spécifigues, qui sont alors comptées et
enregistrées comme une concentration bactérienne pour 100 ml d’'échantillon d'eau.

La présence de fortes concentrations de matiére en suspension dans des eaux
troubles et de bactéries non-coliformes sont deux des principales limitations des
méthodes des membranes filtrantes. Dans ces cas, le NPP est la méthode
recommandée pour 'analyse bactériologique des échantilions d'eau.

La méthode MF peut &tre adaptée pour faciliter la mise en évidence des
bactéries coliformes atténuées. La méthode couramment utilisée consiste & utiliser un
milieu de croissance differentiel a deux couches d'enrichissement qui permet la
réparation et la reproduction uttérieure des coliformes fécaux qui ont été endommagés
par le chlore, les déchets industriels ou les gaux marines. Les procédés et les
considérations généraux pour la mise en évidence des organismes indicateurs stressés
apparaissent dans les Standard Methods (APHA, 1985).

La décision d'utiliser ta méthode de gélose M-FC & double couche, ou tout autre
méthode MF de coliformes, pour le contrdle bactériologique de la qualité des eaux
chtidres, doit &tre basée sur des analyses comparatives qui montrent un accord d'au
moins 80% entre les méthodes paraliéles MF et NPP. Environ 100 échantillons choisis
dans une variété de stations d'échantillonnage cétiéres doivent étre utilisés pour cette
&tude comparative MF-NFPP.

10.2 Methode des coliformes totaux

Une application adequate des méthodes MF exige le développement d'une
bonne pratique opérationnelte du laboratoire et des routines de travail. Puisque la
méthode MF est quantitative, on doit mesurer les échantillons d'eau avec un écart de
* 2,5%, comme il est indique dans les méthodes MF. Les éprouvettes ou les pipettes
volumétriques doivent &tre utilisées pour une mesure précise des volumes d’échantilion
d'eau. On doit attribuer une éprouvette ou une pipette volumétrique individuelle et stérile
a chaque échantilion examiné dans les séries de filtration.

Les bouteilles d'échantillon doivent &tre vigoureusement agitées immeédiatement
avant I'obtention de ['échantillon d'eau & filtrer. Cette agitation est nécessaire pour
s'assurer d'une distribution homogéne des bactéries et est particuliérement critique lors
de la filfration d'eau trés trouble. Aprés avoir agité I'échantillon, verser ou pipetter le
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volume mesuré d'échantilion dans 'entonnoir sans faire le vide. Il ne faut jamais faire
le vide au moment ou 'on ajoute la portion d'échantillon &4 analyser, afin d'éviter une
distribution ingégale des organismes sur la surface reelle de filtration. Lorsque l'on
analyse 10 mi ou moins, il faut ajouter auparavant environ 20 mi d'eau de dilution stérile
dans I'entonnoir pour s’assurer d’'une dispersion uniforme de la suspension bactérienne,
On doit alors faire le vide pour forcer le passage de l'eau 3 travers la MF et ensuite
rincer I'entonnoir avec 20-30 ml d'eau de dilution stérile. Aprés le premier ringage a
travers le filtre, il faut répéter le ringage. Avec une technique adéquate de ringage, la
rétention bactérienne sur les pargis de 'entonneir est négligeable.

Afin de s'assurer qu'il n'y a aucune contamination au début de {’'analyse, on doit
analyser par fa méthode MF un blanc de dilution stérile de 100 ml avant d'analyser tout
autre echantilon d'eau. On doit analyser les échantifons d'eau dans un ordre croissant
de contenu bactérien. On doit analyser un échantilon d'eau stérile 4 {a fin de chaque
groupe différent d'eaux et un autre a la fin de la série de filtration. Le but de ce contréle
de qualité est d'assurer que les dispositifs de filtration et 'entonnoir sont stériles au
début de fa filtration, et de détecter une éventuelle contre-contamination si le technicien
ne rince pas convenablement tous les organismes sur fa surface du filtre d'un
échantillon pollué.

10.3 Incubation et dénombrement des culiures MF

L'examen MF pour la mise en évidence des coliformes totaux exige une
incubation de 22-24 heures & 35 °C pour une croissance optimale et un développement
du lustre. Une colonie typique de coliformes a une couleur rose a rouge foncé avec un
lustre metallique superficiel. Tous les membres du groupe coliforme croissent et
développent un lustre métallique sur les milieux du type Endo. Les colonies non-
coliformes ont une apparence différente, d'incolore & rouge fongé. Les colonies gui ont
une couleur rouge et un certain éclat ressemblant a un lustre métallique sont les plus
trompeuses des types non-coliformes et sont responsables des dénombrements
surestimés de coliformes MF réalisés par des bactériologistes inexpérimentés. Les sels
biliés présents dans les milieux du type Endo sont inhibiteurs pour les coliformes
blessés et une étape de reviviscence peut donc &tre nécessaire pour mettre en
évidence les coliformes siressés qui peuvent &tre présents dans les eaux marines
chtigres. .

On peut caiculer la concentration de coliformes & partir d'un ou plusieurs des
denombrements obtenus par l'analyse des portions d'échantilion en série, si les
dénombrements sont dans l'intervalle entre 20 a 80 colonies et si le dénombrement
total dans la MF ne dépasse pas 200 colonies. Lorsque 'on examine des volumes
differents d'échantilion, il est permis d'additionner les dénombrements sur chaque
membrane &t de baser la valeur sur le volume total d’échantillon filtré. Lorsque 'on
analyse des eaux cdtieres, on doit toujours essayer de quantifier le nombre de colonies
apparues sur le MF. Si toutes les cultures preparées a partir d'un échantillon d'eau
depassent la limite maximale recommandée, on peut estimer le dénombrement
bactérien & partir d’'une énumération partielle de la MF avec le nombre le plus petit de
colonies.

Lorsgu'ily a croissance confiuente, ¢’est-3-dire lorsque la croissance couvre soit
la surface entiére de filtration soit une partie de celle-ci, et que les colonies ne sont pas
discontinues, indiquer "croissance confluente avec {ou sans) coliformes”. Sile nombre
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mermbrane, ou si les colonies ne sont pas suffisamment distinctes pour un
dénombremert précis, indiquer "trop nombreuses pour étre comptées’ (TNPC)
Standard Methods, APHA, 1885).

Le bouillon M-Endo peut &tre transformé en gélose en ajoutant 1,5% d'agar. Les
résultats des exercices d'interétalonnage menés a bien en Méditerranée (PNUE, 1986)
révélent 'intérét de l'utilisation de la gélose M-Endo, car cela élimine le besoin d'un
tampon absorbant.

Les techniciens inexpérimentés trouvent fréquemment que les colonies rouge
foncé sont difficiles a classer, en particulier en présence ou en absence d'un lustre
métalligue qui est I'unigue caractéristique distinctive. L'identification correcte des
colonies de coliformes par un nouveau technicien ne peut &tre réalisée que par la
pratique et Pexpérience dans le dénombrement des colonies, alliées a 'usage du test
confirmatif. Ce procéde de filtration doit étre suivi par n'importe quel technicien de
laboratoire qui pense que les colonies brillantes typiques peuvent ne pas étre des
bactéries coliformes.

Les colonies de coliformes peuvent &tre confirmées en les transférant 4 un
bouillon lactosé ou de lauryl tryptose, et ensuite & un bouillon lactosé vert brillant
(BGLB) pour indiguer la production de gaz a 35 °C dans la limite des 48 heures.

10.4 Méthode des coliformes fécaux

La méthode MF pour le dénombrament des coliformes fécaux exige: 1) un bain
d'eau qui puisse étre réglé 4 44,5 = 0,2 °C, 2} des milieux de culture M-FC et 3) des
récipients en plastique hermétiques pour protéger les cultures lars de leur immersion
dans incubateur & bain d'eau. Pour plus de détails sur la méthade MF, consulter les
Méthodes de référence pour 'étude de la pollution marine.

On peut calculer la concentration de coliformes fécaux & partir d'un ou plusieurs
dénombrements de MF obtenus de I'analyse des portions d'échantillon en sérig, si les
dénombrements se trouvent compris dans I'infervalie entre 20 et 60 colonies. Lorsque
fon examine differents volumes d'échantillon, il est permis d'additionner les
dénombrements sur chague membrane et de baser la valeur sur le volume iotal
d'échantilion fittré. Lorsque Pon étudie les eaux chtigres, on doit toujours essayer de
quantifier le nombre de colonies apparues sur la MF. Si toutes les cultures préparées
a partir d'un échantillon d'eau dépassent la limite maximale recommandée, on peut
estimer le dénombrement bactérien & partir d'une énumération partielle de la MF avec
le nombre le plus petit de colonies, en ajoutant la remarque "croissance confluente”.

On peut transformer le bouilion M-FC en forme de gélose en additionnant 1,5%
d'agar. Les resultats des exercices d'interétalonnage menés 4 bien en Mediterranée
(PNUE, 1986), révelent I'intérét de 'usage de la gélose M-FC, car cela élimine le besoin
d'un tampon absorbant.

On peut parfois observer des colonies grises & créme sur les cultures M-FC. Ces
organismes ne sont pas des coliformes fécaux et ne doivent pas étre comptés comme
tels. On doit compter les cuitures M-FC immédiatement aprés leur sortie de I"étuve,
puisque I'exposition & la température ambiante pendant plus de 30 minutes permet 4
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certaines colonies de coliformes non fécaux de fermenter suffisarmment de lactose pour
développer une couleur bleue.

10.5 Méthode des streptocoques fécaux

La méthode MF pour le dénombrement des streptocogues fécaux exige une
incubation de 48 heures & 35 °C pour une croissance optimale. Les colonies produites
par les streplocogues fécaux ont une couleur rouge foneé 4 rose. On doit procéder au
dénombrement 4 l'aide d'un dispositif de grossissement de 10 & 15 fois, ou d'un
instrument optique similaire.

La méthode MF pour les streptocogques fécaux est recommandée plutdt que la
methode correspondante des tubes multiples pour les raisons suivantes: 1) la mise en
évidence sur MF est meilleure et moins influencée par les organismes interférents, 2)
les méthodes NPP donnent de plus grands nombres de réactions fausses positives, et
3} lorsqu'il faut une identification, les plaques MF permettent une premiére isolation des
colonies de streptocogues fécaux. Cependant, 'évaluation comparative des méthodes
MF et NPP menée a bien pendant les exercices d'inter-&talonnage en Méditerranée n'a
pas montré de différence significative entre les deux méthodes, en particulier avec
l'usage de la gélose M-Enterococcus (Mujeriego, 1986),

Les deux milieux couramment utilisés pour la méthode MF sont la gélose M-
Enterococcus et la gélose KF-Streptococcus. Bien gqu'il semble que les deux méthodes.
donnent des résultats comparables dans les échantillons d'eau usée, des &tudes faites
dans plusieurs laboratoires méditerranéens ont montré un nombre important de
colonies fausses positives lorsque 'on utilise (a gélose KF-Streptococcus pour I'analyse
des échantillons d'eau cdtiére (Yoshpe-Purer, 1988; Feliu, 1988). On considére donc
que fa gélose M-Enterococcus est un milieu plus adéquat, bien qu'elte puisse sous-
estimer le contenu de streptocogques fécaux dans les &échantillons d'eau (PNUE, 1979a).
On doit procéder & un test confirmatif pour vérifier les colonies apparues sur les
membranes filtrantes.

On peut calculer la concentration de streptocoques fécaux & partir d'un ou
plusieurs dénombrements de MF obtenus de 'analyse des portions d'échantillon en
série, si les dénombrements se trouvent dang Pintervalie entre 20 et 100 colonies,
Lorsgue I'on examine différents volumes d'échantillon, il est permis d'additionner les
denombrements sur chaque membrane et de baser la valeur sur le volurme total de
I"'échantillon filtré. Lorsque I'on étudie les eaux cbtiéres, on doit toujours essayer de
quantifier le nombre de colonies apparues sur la MF. Si toutes les cultures préparées
& partir d'un échantilion d’'eau dépassent la limite maximale recommandée, on peut
estimer le dénombrement bactérien & partir de 'énurnération partielle de la MF avec le
nombre le plus petit de colonies, en ajoutant 1a remargque "croissance confluente”,

Il n'est pas normalement nécessaire d'identifier les espéces de streptocogues
fecaux dans les études sur la qualité des eaux cbtiéres. La relation entre la
concentration de coliformes fécaux et la concentration de streptocogues fécaux dans
un echantillon frais d'eau usée est utile pour établir la source probable de déversement
de résidus, soit domestigues soit de fermes d'animaux ou des animaux sauvages.
Cependant, la résistance accrue des streptocoques fécaux dans I'eau de mer donne
une valeur décroissante de cette relation queique soit la source d'eau usée. Dans ce
cas, le rapport entre coliformes fécaux et streptocoques fécaux, ou le rapport entre
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coliformes fécaux et entérocoques fécaux, peut étre misux interprété comme une
mesure de la distance entre la station d’échantillonnage et la source de déversement,
ou du temps passé pour Farrivée de I'eau usée au point d'échantillonnage cotier.

10.6 Echantillons identiques

Le dénombrement de colonies obtenu par la méthode MF n’est pas une valeur
exacte absolue, mais plutdt une estimation de la densité réelle bactérienne de
I'échantillon ¢'eau examiné. En augmentant ie nombre d'analyses identiques, l'intervalle
de confiance de 95% du dénombrement moyen de la MF sera plus étroit autour de la
densité réelle bactérienne de 'échantilion d'eau. Par conséquent, pour les analyses de
routine, il est recommandé de répéter I'analyse d'un échantillon environ tous les dix
échantillons pour vérifier le niveau de précision des données.

11. INTERPRETATION DES RESULTATS
11.1 Introduction

La conformité d'une station d'échantiflonnage d'eau avec les limites
microbiologiques établies par les critéres et normes de qualité des eaux cotigres exige
normalement la détermination des concentrations microbiennes qui ne sont pas
dépassées dans un pourcentage donné des échantillons d'eau analysés. Une
comparaison ultérieure entre ces pourcentages et les concentrations microbiennes
établies par les critéres ou les normes permet une évaluation de la qualité
microbictogique de la station d’échantillonnage considérée.

Bien que la plupart des critéres et des normes microbiologiques des eaux
cotidres soient exprimés en termes de deux concentrations d'un indicateur bactérien
déterming qui ne doivent pas &tre dépassées dans deux pourcentages correspondants
des échantillons analysés, trés peu de critéres ou de normes donnent des indications
explicites sur la fagon d’obtenir fes concentrations microbiennes caractéristiques d'un
ensemble de résultats expérimentaux.

Comme illustration de ceci, les critéres provisoires pour ia qualité
microbiclogique des eaux de baignade approuves par les Parties Contractantes de la
Convention de Barcelone (PNUE, 1985) indiguent que les concentrations de coliformes
fécaux d’au moins 10 échantilions d’eau prélevés pendant la saison de baignade ne
doivent pas depasser: a) 100 coliformes fécaux pour 100 mi dans 50% des échantillons,
et b) 1000 coliformes fécaux pour 100 ml dans 90% des échantillons. Les critéres
provisoires recommandent un ajustement graphique ou analytique 4 une distribution de
probabilité loghormaie comme méthode d'interprétation des résultats.

Les deux méthodes généralement utilisées pour évaluer les résultats
expérimentaux obtenus dans une station d'échantillonnage donnée sont: 1) la méthode
des rangs, et 2) la methode de la distribution lognormale. Les sections suivantes
incluent une breve discussion de ces deux méthodes dont on peut trouver 'application
detaillee dans la Méthode de référence pour l'étude de la pollution marine
correspondante (Mujeriego, 1982).
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11.2 La méthode des rangs

Une méthode fréquemment utilisée pour déterminer la conformité d'une station
d'échantillonnage d'eau avec les critéres ou les normes de qualité correspondants
consiste & ranger les valeurs expérimentales, en ordre croissant, pour ensuite
sélectionner les concentrations microbiennes correspondant aux pourcentages é&tablis
par les normes ou les critéres. Le numéro d'ordre de ces pourcentages est obtenu en
rmultipliant le nombre total des valeurs expérimentales par les pourcentages indiqués
par les critéres ou les normes. La station d'échantillonnage d'eau sera conforme aux
critéres ou aux normes de qualité pertinents lorsque les pourcentages bactériens ainsi
obtenus ne dépasseront pas les limites bactériennes permises par les critéres ou les
normes.

Pour illustrer ceci, |'évaluation d'une station d'échantillonnage avec 20
concentrations de coliforrmes fécaux demanderait de ranger les valeurs expérimentales
en ordre croissant et ensuite de sélectionner les concentrations associées avec les
numeros d'ordre n50 = 20 x 3,50 = 10 et n80 = 20 x 0,80 = 18. La station
d’échantilonnage d'eau sera conforme aux critéres provisoires de qualité de
FOMS/PNUL si les concentrations microbiennes associées avec ces numéros d'ordre
ne depassent pas les deux limites bactériennes indiquées dans la section précédente,

Les caractéristiques principales de la méthode des rangs sont les suivantes:

1. Elle esttrés simple a appliquer, car elle ne nécessite ni formule compliquée
ni analyse graphique.

2. Elle conduit frequemment 3 la difficulté pratique de devoir interpréter des
numéros d'ordre gui ne sont pas entiers, comme il arrive par exemple
lorsqu’il faut caleuter n90 a partir d'un total de 14 valeurs. Cette difficulté est
généralement résolue en arrondissant, ou en demandant un nombre total
d'échantillons qui évite cette situation. Cette condition entraine des
problemes considérables d'opération et d'interprétation.

3. La précision de la concentration microbienne en pourcentage est trés
variable et relativement basse.

4. La méthode ne tient compte que des valeurs absolues des pourcentages
indiqués par les critéres ou les normes, sans prendre en considération les
autres résultats expérimentaux.

3. Elle ne fournit aucune indication sur la variation temporaire de la qualité
microbiologique de I'eau dans [a station d'échantillonnage considérée.

11.3 |.a méthode de la distribution lognormale

La methode de la distribution lognormale est basée sur ia propriété observée
des concentrations microbiennes mesurées dans une station d’échantiflonnage de
suivre une distribution des probabilités lognormale. Cette méthode demande la
détermination de la distribution lognormale qui s'ajuste le mieux aux logarithmes
naturels des résultats expérimentaux, .'ajustement peut é&tre réalisé soit graphiquement
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soit numériquement, les deux méthodes pouvant produire des résultas identiques si la
technique de calcul est spécifiée de fagon adéquate.

Les caractéristiques principales de la méthode de la distribution lognormale
sont:

1. Elie demande une connaissance de la géométrie et certaines capacités a
traiter graphiquement des données. Cependant, la méthode peut étre
programmeée pour une application simple sur ordinateurs personnels et
grands ordinateurs.

2. I n'y a pas de difficultés pratiques dues au nombre total de résultats
expérimentaux disponibles. Bien que les bénéfices de cette méthode
d'évaluation deviennent plus évidents avec un nombre croissant de
résultats, elle permet d'évaluer n'importe quel ensemble de valeurs
expérimentales.

3. La précision de la méthode peut &tre estimée statistiguement et elle est
généralement plus grande que celle de la méthode des rangs.

4. La méthode tient compte de toutes les valeurs des concentrations
microbiennes considérées.

5. La méthode estime fa distribution de probabilité lognormale qui s'ajuste le
mieux aux données expérimentales et donne donc des indications trés
intéressantes sur la variation temporaire de la qualité de 'eau, et permet
des comparaisons entre différents stations d'echantillonnage.

La fagon la plus simple d’appliquer la méthode de la probabilité lognormale est
d'utiliser un papier de probabilité lognormal. En représentant convenablement les
résuftats expérimentaux et en interpolant visuellement les points ainsi obtenus, on peut
calculer la distribution des probabilités lognormale qui s’adapte le mieux aux
concentrations bactériennes. L'évaluation systématique de la gualité microbiologique
de l'eau cotiére pendant les deux phases du Programme MED POL, en utilisant la
méthode de ia probabilité lognormale, a montré le bien fondé et l'intérét de cette
méthode (Mujeriego, 1983). Le modéle de probabilité lognormal ne pouvait étre
applique que dans trés peu de stations d’échantillonnage, et méme dans ces cas, la
représentation graphique des données a offert des indications quant a la méthode
alternative la plus adéquate pour évaluer 1a qualité de leur eau.

La Figure 1 illustre l'utiisation du papier de probabilité lognormal pour
linterpretation de la qualité microbiologique d'une station d'échantillonnage cotiére. Une
comparaison directe de la distribution de probabilité avec les deux limites établies par
les critéres provisoires pour la Méditerranée permet d'évaluer la  station
d’échantillonnage selon ces critéres de qualité,

Une application systématique de cette méthode d'interprétation et o' évaluation
aux resultats microbiologiques obtenus pendant le Programme MED POL devrait
permetire une évaluation plus fiable et plus logique de la qualité microbiologique des
eaux cotidres en Méditerranée.
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Figure 1. Interprétation de la qualité microbiologique d’'une station d' echantillonnage
cotigre dans la mer Mediterranée par le modéle de probabilité lognormal,
et évaluation selon les criteres provisoires du milieu adoptés par les Parties
Contractantes (PNUE, 1885).




Contréle de la Gualité B V-43

12. CONTROLE DE QUALITE DU LABORATOIRE D'ANALYSES
12.1 Introduction

Parmi les différents éléments d'un programme d'assurance qualité, les trois
suivants sont directernent liés au contrdle de qualité analytique des activités d'un
laboratoire: 1) I'utilisation de procédures standard d'opération, comme il est indiqué
dans tes Méthodes de référence pour 'dtude de la pollution marine préparées par ie
PNUE, ou dans les Standard Methods (APHA, 1985), 2) l'analyse systématique
d'échantillons de contrble avec des concentrations microbiennes inconnues, et 3)
I'analyse périodique de quelques échantilions de référence préparés par un laboraioire
central. Les échantillons d’eau de concentrations microbiennes connues sont difficiles
a préparer et a conserver, et ¢'est pour cette raison que I'on utilise généralement des
échantiflons identiques de concentrations microbiennes inconnues pour les distribuer
aux laboratoires participants.

Le second élément d'assurance qualité mentionné ci-dessus est appelé controle
de qualité interne ou statistique de laboratoire, et le troisiéme est connu sous le nom
de contrdle de qualité externe de laboratoire, évaluation de qualité inter-laboratoire ou
interétalonnage des laboratoires d'analyses.

Les sections suivantes décrivent quelques techniques de base généralement
utilisees pour le contrdle de qualité interne de laboratoire et 'évaiuation de qualité inter-
laboratoire.

12.2 Contrdie de qualité interne

Les graphiques de contrdle sont les technigues les plus fréquemment utilisées
pour le contrble de qualité interne des laboratoires d'analyses. Leur applicabilité est
baseée sur le postulat que les résultats expérimentaux suivent approximativement une
distribution normale. Bien que cette hypothése soit généralement acceptée dans les
laboratoires de chimie, la concentration microbienne d’un échantillon d'eau doit &tre
transformee numériquermnent pour obtenir une variable normale. En calculant le
logarithme de la concentration microbienne, une nouvelle valeur est obtenue qui se
cormnporte plus comme une variable normale, ce qui permet 'application de cette
techinique de contrdle des opérations au contrdle statistique des laboratoires de
microbiclogie,

Plusieurs sortes de graphiques de contrdle peuvent étre élaborés. Les deux
graphiques les plus genéralement utilisés dans le contrdle de qualité statistique des
laboratoires d'analyses sont: 1) le graphique de la valeur moyenne (X), pour évaluer ia
précision des analyses identiques d'un échantillon d'eau donné, et 2) le graphique de
la valeur de I'écart (R) pour évaluer la précision des analyses identiques de plusieurs
échantillons d'eau. Contrairement & ce qui arrive avec les solutions chimiques, le
contenu bactérien d'un échantillon d'eau ne reste pas stable avec le temps, ce qui rend
tres difficile la réalisation d'analyses identiqgues aprés gquelques heures. En
conséquence, les graphiques R sont généralement utilisés pour évaluer la précision
analytique des microbiologistes qui examinent des échantillons d'eau de différentes
concentrations bactériennes.
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Les principes et les applications pratiques des graphiques de qualité sont decrits
dans les références spécialisées telles que Statistical Quatity Contro! (Grant et
Leavenworht, 1980) et Standard Methods (APHA, 1985). Le tableau 1 et la figure 2
illustrent 'application du graphique de contrdle R aux résultats expérimentaux obtenus
pendant I'exercice d'interétalonnage mené a bien entre les laboratoires de microbiologie
en Catalogne (Mujeriego, 1985).

Le tableau 1 indique I'écart de concentration catculé & partir de 5 analyses
identiques faites sur trois indicateurs bactériens pendant une période de 8 semaines.
Les valeurs indiquées sur le tableau 1 furent obtenues comme la difference entre les
concentrations ies plus fortes et les plus faibles de chaque groupe de données,
exprimées en logarithmes décimaux. Bien que pour avoir de meilleurs résuitats it soit
recommandé d’obtenir une série d’au moins 20 paires de déterminations identiques, la
plus courte série de résuitats fut compensée dans ce cas particulier en réalisant 5
déterminations identigues, une valeur bien plus élevée que celles généralement
utilisées.

La figure 2 illustre I'évolution de I'écart des concentrations avec les differents
&chantitlons d’'eau analysés. Les points de données expérimentales tombent entre la
limite supérieure de controle et la limite inférieure de contrdle des graphiques pour les
trois microorganismes, a I'exception de 'écart des coliformes totaux pour I'échantilion
numeéro 4. Ces résultats indiquent que la précision analytique du microbiologiste reste
dans des limites acceptables dans toutes les séries d’analyses identiques de coliformes
totaux sauf une. L'application systématique de cetfte technique statistique assure que
la précision analytique reste dans des limites acceptables et donne une indication
immédiate des sources possibies d'erreurs dans la méthode d'analyse.

[l est important de se rendre comple que les graphiques R qui apparaissent sur
la figure 2 ne donnent aucune indication de 'exactitude de la méthode d’analyse, car
pour cela il faudrait nécessairernent connaitre 1a véritable concentration microbienne
des &échantillons, une information rarement disponible dans la pratique.

Les graphiques de contréle R de la figure 2 indiguent que, dans des conditions
stables de la méthode d'analyse suivie par le microbiologiste donné, on peut s'attendre
a ce que |la méthode des membranes filtrantes donne des valeurs R de 0,53 dans les
analyses de streptocoques fécaux. Ceci représente un rapport de 3,40 entre les valeurs
les plus fortes et les plus faibles d'un ensemble de 5 déterminations de strepiocoques
fecaux. De fa méme fagon, on peut s'attendre & ce que le rapport entre les
concentrations les plus faibles et les plus fortes de coliformes fécaux soient de 2,40.
Ces wvaleurs illustrent clairement les congentrations bacteriennes extrémement
differentes gu'un microbiologiste peut trouver lorsqu'il analyse un échantilion d’'eau
selon les méthodes standardisées.
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Tableay 1

V45

Ecart de concentration, exprime en termes de logarithmes décimaux, des coliformes
totaux, des coliformes fécaux et des streptocoques fécaux obtenus par un seul
microbiologiste sur 5 analyses identigues d'échantillons d’eau effectuds avee la

méthode des membranes filtrantes (Mujeriego, 1985).

ECART DE CONCENTRATION, R

DATE
CT CF SF
05.07.1983 0,30 0,12 0,14
12.07.1983 0,12 0,05 0,20
19.07.1983 0,24 0,08 0,07
26.07.1983 0,57 0,25 0,27
02.08.1983 0,15 0,30 (M 0,40
09.08.1883 0,09 0,25 0,34
16.08.1983 0,13 0,24 0,36
23.08.1983 0,10 0,14 0,23
R moyen 0,21 0.18 0,25
Limite de contrble supérieur 0,45 0,38 0,53
LCS = D, xR
D, =2115
Limite de contrle inférieur 3,00 0,00 0,00
LCl=D,xR
D,=0

(*) Obtenu A partir de 3 analyses identiques, puisque les deux autres ne
contenaient qu'une colonie de coliformes chacune.







