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P REFACE 

Dams Ic cadre du Plan d'action pour la Mêditerrane, adoprd A Barcelone, en février 1915, par 
Les Etats riverains de la Region, et plus particu1irement en vertu de l'article 10 de Is Conven-
tion pour la protection de La ncr MCditerrane contra la pollution, Las parties contractantes ont 
entrepris d'&tablir, en etroite collaboration avec its organisnies internationaux compdtents, un 
systeme de surveillance de Ia poLlution pour Ia region de La ncr Mediterranee. 

Les details de cc programme de surveillance ont dtC adoptés par lea parties contractanres a 
Leur deuxime reunion ordinaire (Cannes, 2-7 mars 1981), dane I.e cadre du programme h Long tertne de 
surveiLlance at de recherche sur La pollution dams La Méditerrane (MED POL Phase Ii), adopté I La 
mtne reunion. La pLupart des pays mediterraneens ont deja presenté leursp programmes nationaux de 
surveillance, ou sont en train d'achever La preparation de cea programmes qui comprerinent Is 
surveillance de certairis paramètrea bactériologiques dams les caux côtières a usage r6crdatif 1  
ainsi que dans Les eaux affectCes a Is conchyliculture. 

En vue de normaliser au maximum La mCthodologie et d'assurer Ia compatibilité des résuitats, 
plusieurs mdthodee de référence pour l'CchantiLlonnage et l'analyse ont Cté élaborCes a Pusage des 
laboratoires tnéditerranéena participant It cc prograe. L'Drganisation mondiale de la sante et Ic 
Programme des Nations (mice pour L'environnement ant établi, examine tt revu les modalités de is 
determination des coLiformes totaux, des coliformes fécaux et des screptocoques fCcaux dams i'eau 
de ncr, par la mdthode des membranes filtrantes (méthode Mfl et du dCnombrement des coliformes 
fCcaux dams les bivalves par Ia inéthode des tubes multiples (MPN) (cm cnéthode du nombre le plus 
probable - NP?). Lee mCthodes de référence pour Is determination des coliformes totaux 1  des coli-
forines fCcaux cc des streptocoques fCcaux dane l'eau de mer par La inCthode des tubes multiples sont 
present en cours de preparation et Seront bient8t disponibLes. 

Pour verifier, une fois de plus, La comparabilité des résuitats et des operations de contr8le 
de La qualitC, une eerie d'exercices d'interétalonnage ont etC entrepris en 1983, aprèa un exercice 
prCparatoire tenu a Rome en 1982. A ces exercices participent les spécialistes des Laboratoires du 
pays hate charges du programme de surveillance, ainsi que quelques laboratoires d'autres pays. Ces 
activitCe sont organisCes aiternativement en anglais et en français et sont couibinées avec des 
reunions de consultation permettant d'analyser Its résultats obtenus et de discuter de questions en 
rapport avec Ic programme MED POL. 

Le premier exercice de La eerie (en français) a eu lieu h Barcelone du 7 au 11 novetnbre 1983 
cc La deuxième (en anglais) s'est Ctnu h Athènes du 25 au 29 juin 1984. Le present exercice (en 
français) a etC organisé par l'OMS et le PNUE, en collaboration avec i'Institut Pasteur de Tunis, 
dane Le cadre de La Phase II du programme MED POL et du programme de surveillance tuiusien. Ccc 
exercice, comma les prCcCdents, a principalement pour objectif de permectre aux participants de 
procéder a La determination des paratnètres bacteriologiques d'CchantiLluns identiques d'eau de mer 
en appliquant Lee méthodes recomznandéee, définitivement mises au point A La Suite de La reunion 
tenue a Rome, en novembre 1982, 1 cavoir 

- determination des coliformes tocaux dans L'eau de ncr par la méthode de culture cur membranes 
filtrantes (PNIJE/OMS, mCchodes de référence pour les etudes de pollution marine, N o  2/Rev.1); 

- determination des coliformes fCcaux dams l'eau de ncr par Is méthode de culture sur membranes 
fiitrantes (PNUE/OMS, rnéthodes de rCférence pour lea etudes de pollution marine, N 3/Rev.1); 

- determination des streptocoues fCcaux dens l'eau de mer par is nCthode de culture sur mem- 
branes filtrancea (PN(mE/OMS, mCthades de rCfCrence pour Lea etudes de pollution marine, 
N' 4IRev.1); 

- determination des coiiforines fécaux dana les bivalves par Is test des tubes multiples (PNUE/ 
OMS, mCchodes de reference pour Les etudes de pollution marine, N o  5/Rev. 1). 

Vu que les deux principales mCthodes d'analyse bactCrioLogique utilisCts ant etC La méthode de 
culture sur membranes filtrantes (MF) et ceLle des tubes multiples (Ou du nombre Ic plus probable - 
NP?) at afin d'effectuer une coinparaison rCciproque exhaustive entre ces deux rnéthodes, le present 
exercice a eu aussi pour objectif la determination en paraLlèle des coLiformes totaux, des coli-
Eormes fécaux at des streptocoques fécaux dams l'eau de ncr, par les deux mCthodes, en utilisant 
its mCmes échantiLLons. 
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La runion de consultation so proposait, an outre, Les objectifs suLvants 

- examiner les résultats du dernier exarcice, ainsi qua des exercices pr4cdents de Is série; 

- ddbattre des paramêtres microbiologiques utilisés pour Is surveillance de Is qualité saniraire 
des eaux de mar ctires at de5 inéthodes applicables & leur determination at 4 leur interpré-
tation; 

- formuler des reconunandations utites pour lee exercices ulrérieurs de Is eerie; 

- proposer des recotmnanc%tione sur les aspects pertinents du programme A long terme de surveil-
lance at de recherche. 

Des reprCsentants des instituts tunisiens participant & is surveillance microbiologique dana 
Is cadre de MED POL Phase II et & d'autres programmes de surveillance tunisiens out ftd invites a 
prendre part a l'exercice dSinteretaLonnage  at a la consultation, de mme qua dea reprCsentants de 
certains inCtituts d'autres pays tnéditerranéens (AlgCrie, France, Italie Haroc at Yougoslavie) 
participant A MCD POL Phase II. Afin de faciliter l'application Cventuelle des tnéthodes de réfC-
rence a drautres  regions, des reprCsentants de deux i.nstituts non mCditerranéens, aitués reapecti-
vement cu Portugal at en Afrique de l'Ouest, ont également etC conviCs h prendre part h l.'exercice 
at a Is consultation. 

Les organisations at institutions suivantee out aussi etC invitCcs h se faire reprCsenter 
Organisation pour l'alimentation et L'agriculture (FAO), Organisation des Nations Unies pour l'Cdu- 
cation, Is science at l.a culture (UNESCO). Commission ocCanographique intergouvernementale (Col), 
Organisation mCtCorologique mondiale (o) et Agence internarionale de l'énergie acotnique (ArEA). 

1. 	Ouverture de Ia reunion (point L de l'ordre du jour) 

La consultation at l'exercice d'iuterCtaLonnage ont été organisés par l.'OMS et Ia £NUE, an 
collaboration avac l'Institut Pasteur de Tunis, du 12 au 16 novembre 1984. ? ont participé 
26 conseillers cemporaires. venant d'instituts tunisianS, d'autres pays mCditerranCens at du 
Portugal. Le Bureau regional de L'Europe de l'OHS avait aussi envoyé un représentant. On trouvera 
an annexe une hate des participants (Annexe 3). 

Le Dr L.J. Saliba, spCciahise sciantifique principal, Unite de coordination du Plan d'action 
pour l.a Médit:erranée, Bureau r&gional de l.'OMS pour I'Europe, a ouvert La consultation au non du 
Dr Leo A. Kaprio, directeur regional. de L'OMS pour l'Europa, ainsi qu'au non du Dr N. El Gezairy, 
directeur regional de l'OMS pour La NCditerranCe orientaLe. Aprs avoir brivement exposé lea 
acrivitds roenCes dans I.e cadre du programme MED POL qui out abouti au present exercice, il s'est 
fClicité des activitCs entreprises at des locaux fournis par l'Institut Pasteur. 11 s'est plu 
faire remarquer qua cat exercice organi.sC dane La cadre du programme MCD POL était La premier a 
avoir lieu dana un pays d'Afrique du Nord at qua, pour la premiere fois aussi, une reunion pouvait 
s'honorer d'avoir été accuciLlie par Ia ministre de Ia santC en personne. 

La professeur A. Chadli, directeur de L'Institut Pasteur de Tunis, a souhaitC l.a bienvenue aux 
participants. IL a fait remarquer que cetta réunion marquait un jalon important dane l.a lutte 
livre par de nombreux pays contra l.a polLution des mars, an gdnCraL, at de La MéditerranCe, an 
particulier. Par sa presence, N. N. Mzali, Premier ministre de Tunisie et ministre de l ' inr.Crieur, 
qui avait accepté de presider le comitC d'horineur de Ia rCunion, manifestait l.'intdrét qu'il 
portait a ces preoccupations. AprCs avoir rappelé qua I.e bien—étre du peuple tunisian at as santA 
physique at morale Ctaient l.'un des soucis majeurs du chef de l'Etat tunisian, Ia profeaseur MzaLi 
a rapidement évoquC lea caractCristiques de is tner HéditerranCe at de l.a situation actuelle concer-
nant as pollution, puis il a décrit las activitCs que mène l'Inetitut Pasteur de Tunis dana l.a 
domaine de l.a sante publ.ique, en gCnCraL, at dane l.a cadre du projet MED POL en particulier, en 
collaboration souvent avec d'autres instituts tunisians. Enfin, ii a souhaitC a l'exerci.ce 
d'interCtalonnage tout le succès qua l'on Ctait en droit d'espCrer. 

Mine S. Lyagoubi—Ouahchi, miniarre de l.a sante publique, a Cgaletnent souhaitC ha bienvenue aux 
participants at soulignC l'heureuse initiative qui consiecaic a organiser pour l.a premiere fois une 
tel.l.e reunion dane un pays d'Afrique du Nord, et a choisir pour I.e cadre de cat exercice L'Inscitut 
Pasteur de Tunis qui participe rCguliCrement at activeinent, depuis 1976, aux reunions tenues dans 
lee divers pays de l.a region de la HCdirerranCe. CUe a rewerciC lOMS et l.a PNUE de i'assistance 
qu'ils apportaient a ces renconcres at fait remarquer qua cc choix concrCcisait las efforts qua I.e 
gouvernemerit tunisian na cessait de dCployer afin qua s'instaure una collaboration a double sans 
entra lee deux rives de Is HéditerranCe dana l.a domaine de l.a recherche scientifique, pour l.a plus 
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grand ben de tous. En tanc qua ministra de l.a sauté publique, ella se préoccupait aussi des 
problèmes environnementaux at l.a gouvernement tunisian attachait La plus grande importance h un 
développement sanitaire général résolumant engage dana l.a voie du progrès pour une protection effi-
cace de l.a sauté de touS las tunisiens car L'tre humain constituait l.'élénent essential da l.a 
politique nationale de dCveloppement. En terminant, Le ministre de l.a sante a remercié Ia profes-
seur Chad].i at son équipe d'avoir organisC cat exercice A l'Institut at forcné des voeux pour Ic 
plain succes des travaux. 

?ortCe at oblectifs de l.a reunion (point 2 de l'ordre du jour) 

Le Dr L.J. Scuba a exposé briêvement La portée at las objectifs de l'exercice at de La réu-
nion.a 11 a sou]ignC qu'il importait de suivre Lea instructions prCparCes pour La détermiciation 
des divers paramètrea, de manière A assurer l.a comparabil.itC des rCsultats obtenus. 

Election du bureau (point 3 de t'ordre du jour) 

La professeur A. Chadli a Cté élu a La présidence tandis qua Ia Dr A. Nejjar Ctait Cl.0 vice-
président at l.a Dr P. Bernard rapportaur. La Dr L.J. Saliba a fait fonction de secrétaire de l.a 
reunion. 

Adoption de L'ordre du jour (point 4 de l'ordre du jour) 

L'ordre du jour provisoire a été adoptC h l'unanimité. 

Orgariisation du prograe des travaux (point 5 de I'ordre du jour) 

Le président a expl.iquC Ic prograe des travaux pratiques. Lea instructions donnCes aux par-
ti.cipants concernant L'organiaation de ces travaux figurent en annexe (Annexe 2). 

Discussiognérale aur lea paramètres bactCriologiques utiLisés pour Ia surveillance de La 
qualité sanitaire des eaux de mar et sur Las tnCthodes applicablea h leur determination at 
leur interpretation (point 6 de l'ordre du jpur) 

La professeur Jekov a présenté un document sur "La comparabilitC des mCthodes de culture sur 
membranes filtrantes (MF) at de culture en tubes muLtiples (MPH) avec la determination des concen-
trations des coliformes totaux, des col.iformes fécaux at des streptocoques fécaux dana L'eau de 
mar". Cette Ctude, qui a etC tres apprCciCe par l.'easexnbl.e des participants, eat raproduite en 
annexe (Annexe 1). 

Examen des résultats des rdunions antérieures (point 7 de l'ordre du jour) 

Las rapports des exercices d'interétal.onnage, organisCs b Rome du 22 au 26 novembre 1982 at It 
Barcelone du 7 au Ll. novembre 1983, out Cté soumis aux participants sous Leur forme definitive. La 
rapport sommaire de l.'exercice organisC h Athènes du 25 au 29 juin 1984 a Cgal.emenr etC soumis aux 
participants. Las rCsul.tats obtenus bra de ces exercices out etC axpliquCs brivement. 

Analyse des résulcacs du present exercica (point 8 de l'ordre du jour) 

Lea rCsultats de l'exercice sont présentés plus loin (Annexe 3). 

La comparaison de l.'analyse de Ia concentration bactCrienne d'une mCme eau (trois types d'aau 
de mar ont etC analyses) par Las deux mCthodes HF at NPP a Cté jugée satisfaisante par l'ensembla 
des participants 1  compte tenu des facteurs humains. Toutefois, il est délicat de comparer une 
tnCthode testes 24 fois au cours du present exercice (méthoda NPP) at une méthode testCe 8 fois 
(mCthode HF). 

Les rCsultats de l.a méthode HF appLiquée k une inéme eau de mar sont similaires pour l'enseinble 
des groupes de participants. Toutefois, deux d'entre eux out obtanu des rCsultats dissemblables an 
cc qui concerne lea coLiformes totaux at Les strept000ques fécaux, variation sans doute due cii 

facteur individuel. 

La reproductibilité de Ia méthode NPP a Cté jugCe tout a fait satisfaisante. 

Document ICP/CEH 001/m03/2 
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Lors de l'exercice, Lea participants ont formuld lee remarques euivantes 

- l.a lecture et l'interprétation des colonies de colieormes totaux sur gélose Endo et la ddnom-
brement des streptocoques fécaux sur g4lose Eriterococcus Agar par La méthode MI soul.èvent cer-
tames difficultés; 

- Ia méthode des tubes multiples (NPP) est plus facile a interpreter que La méthode des mem-
branes filtrantes (HF); 

- les membranes filtrantes sont d'un coOt ClevC pour certains pays; 

- un mole avant 1'exercice 1  l'DMS et Ic PNUE devraient communiquer lea méthodee de r&fCrence aux 
Laboratoires concernCs ainsi que lea compte-reridus des exercices precedents. 

9. 	Action future et recommendations (p.nt 9 de l'ordre du jour) 

En plus des reconunandations formulées dame le cadre des divers points de l'ordre du jour, les 
participants ont ernie lee recommendations ci-après 

t) Lea exercicea d'interCtalonnage des mCthodes de reference en microbiologic pour Ia sur-
veillance des eaux cOtières doivent Ctre poursuivis de manire régulière. Un nouveau pro-
grae doit 6tre 4tabli. pour Ic debut de 1986. Ce programme devrait inclure d'autres 
indicateurs rnicrabiologiques de pollution. 

Sur la base des résultats obrenus durant lee deux derniers exercices d!i.nteretalonna ge 
(Athénee, 25-29 juin 1984, et Tunis), une concordance significacive a etC misc en evidence 
entre la m4thode des membranes filtrantes (HF) cc celle dee tubes multiples (NPP). La 
ixiCthode NPP devrait donc atre &galement recommandCe cotie mCthode de rCfCrence pour dCter-
miner l.a pollution des eaux c8tières. A cc sujec, lee versions dCfinitives des mCthodes 
de r6f4rence pour l.a dCtermination des coliformea totaux dcc coliformes fCcaux et des 
streptocoques fCcaux dams l'eau de ncr par la mCthode des tubes multiples (HPP) devront 
Otre achevCes aussitt que posathie. 

Il est souhaitable que d'autres mCthodes soienc élabor4es pour la determination des germes 
pathogènes et des germes indicateurs de polLution dane Lee eaux usCes. 

Dans la partie recherche du prograe €D POL Phase II., lee activitCs concernant lea 
Ctudes Cpidémiol.ogiquea traitant de La quaLitC bactCriologique de l'eau de ncr et de son 
impact sur la sante devront 9tre Ctendues. A cc sujer, lee participants ont note 
l'incention de l.SOMS  et du PNUE d 1 organiser une rCunion consultative cur cc thme en 1985, 
en insistant cur la nCceasitC de tnettre su point un protocole standard de rnanire k rendre 
comparable lee travaux future qui devraient Atre effectuCs sur une base aussi large que 
possible. 
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Annexe 1 

LA COMPARA.BIL1TE DES METHODES DE CULTURE SUR MEMBRANES FILTRANTES (MF) 
ET DES TUBES KULTIPLES (MPN) AVEC LA DETERMINATION DES CONCENTRATICNS 

DES COLIFORMES TOTAUX DES COLIFORMES FECAUX 
ET DES STREPTOCOQUES FECAUX DANS L'EAU DE HER 

par le 
professeur S. Jekov 

tnstitut Pasteur, Tunis 

Avant d'exposer Lea didments de base pour l.a coinparaison de deux mthodes, l.a "culture par 
filtration sur membrane" (HF) et Ia "culture en cubes multiples" (MPN) (ou iméthode du nombx -e Ic 
plus probabLe - NPP), pour l.a detection cc l'CnumCration simultane des coLiformes et des entéro-
coques (streptocoques fécaux) dana l'eau de nr, it eat néceasaire d'4voquer, dana un ordre histo-
rique, certaines notions de colimdtrie notamment 

- l'utilisation de ces germes comzne marqueurs de Ia pollution fcale; 
- la diversitC des concepts sur l'incerprCtation sanitaire, voire lea valeurs significadves en 

pronostic gpiddmiologique, des diff&rences espèces taxonoiniques de coliformes; 
- le choix judicieux de Ia inCthode La tnieux adapcéa aux abjectifa de l.a colimCtrie en milieu 

mar in. 

Autrefois, l'origine microbienne des maladies infectieuses rescaic encore inconnue, mais l'on 
savait ddjã que Is pollution fCcale des cours d'eau contribuait A Ia propagation des Cpidémies de 
cholera et de Ia typhode parini lea populations riveraines. 

Plus tard, une fois connu le processus natural de minéralisation de l.a matière organique et 
son aboutisaement (nitrites, nitrates, chlorures), it a etC adxnis que l.es chercheurs pouvaient se 
servir de inarqueurs spCcifiques de Is pollution fCcale pour meltre en evidence 1'insalubrit4 de 
l'eau. Si.xltanCment, des procddCs de laboracoirea propres a La detection de ces paramàtres 
chimiques ant dti élaborCs et mis en application bra du contr1e saniraire. 

En 1881, T. Eacherich isoLe des selles d'adultes et d'enfanta un germe qu'il. appelle "Bacte-
rium coli commune". 

Ce germe ayant etC dCtectC rgulièrement et en grand nombre dana lea selles humaines cc lea 
excrCments des anicnaux a sang chaud, it a CtC conclu que, dans Ia nature, seuls lea organismes 
humains et animaux L'hCbergeaient. 

B. coli commune fut donc considCrC canine un bio-marqueur de Ia pollution fCcaLe, le premier 
par sa sp4cificiti et sa sensibilit4 aux paramètres chimiques sus-mentionnés. 

En plus de ces deux critères (spCcificitC et sensibiLitC), it importe que l.a germe marqueur 
soit doc4 d'une survie pl.us  longue que celle des gertnes pathogènes CventueLlempnt prdsents dana lea 
matières fCcales A l.'origine de La pollution de l'eau. 

A l'Cpoque, Ia survie de B. coli commune n'Ccait comparCe qua celle de certaines souches de 
Shigella, de Salmonella at da vibrions. ti Ctait admis que cc genne survivair dana l'eau pLus 
Longtemps que lea germes pathogènes. Donc, en plus de son urilit4 comn cnarqueur de la pollution 
fécale, B. coli coune Ctait considCrC, dana un sans plus gdndral, coie l'indicateur indirect de 
l.a presence CventueLLe de germes pathogènes daris l'eau pollu4e. 

Vincent (1889), Eijkman (1904) ec Bulir (1907) ant alors mis au point des procddCs de culture 
en tubes multipLes (Vincent utiliaait pour Las coliforines un bouillon sdlectif addicionn4 a 0,85Z 
d'acide phCnique) pour La dCterminat ion de B. coli commune dana l.'eau douce. 

Cependant, dana lea annCes qui ont suivi, d'autres chercheurs (U. Levine, 1921, et S. Koser, 
1926) ont trouvC dana Ic aoL, même dana des pLantea, des bactCries identiques a B. coli connune par 
leur morphologie cc d'aprCs lea ctitères biochimiques ucilisCs par T. Escherich. 

Salon ces chercheurs, B. coli conune s'avdrait ubiquicaire dans La nature; ii n'y avait donc 
aucune raison de Le considCrer conane rnarqueur spCcifique de Ia pollution fCcale. 



ICP/CEH 001/m03 
87 99L 
page 6 

Après l'introduction de nouveaux paramètres differentials, Lea souches isolCes du aol at iden-
cifiCes coe B. col.i comnune soumises a l'épreuve du test de "citrate", se sont avres citrates-
positives 1  tandis qua celles provenant des aches humaines restaient conStainnent citrates-negativea. 

La facul4 des germes A utiliser lea citrates introduits dana lea milieux de cultures 
(bouillon cia Koser, gClose de Simmons) couune seule source da nutrition carbon&e a servi de critre 
pour rpartir ultCrieurement lea souches de B. cohi commune an deuc catgories ; las "coLiformes 
citraces-n4gatifs" habituels de la microflore intestinaLe, donc significatifs de la pollution 
f6cale 1  at las "coliformes cirrates-positifs", propres A La nicrofbore habituelle de L'environne-
inent at, par consCquent, sans aucune signification sanitaire. 

Cette repartition an deux categories - "citrates-nCgatifs" at "citrates-positifs" - reprCsenre 
un premier essai de classification sanitaire des cohifornes. Après misc 	L'épreuve dune gaunne 
plus Clargie de critères biochitniquas dont, en premier lieu, Las tests IMVICIa  L'étude a montré 
qu'a L'intCrieur de ces deux categories il existe diffCrents biotypes de coliformes se diatinguanc 
nettement las uns des autres. 

Sur le plan taxonomique, lee coliforznes sont incLus dana ha famille des enterobacteries. us 
constituent be tribu des Eachericheac, au Sein de Laquelle us sont rCpartis en genres (Eacheri-
this, Citrobacter, Enteroacrer, Klebsiella, Levinea (non adinis par tous)), puis en espèces. 

Cependant, cette classification eat soumise aux modifications sans cesse apportees aux d4nomi-
nations taxonomiques at A la distribution des coliformes en genres et en eapces. Ces mmprecisions 
sont a l'origi.ne de confusions survenant hors de l'interpr4cation sanitaire des cohiformes. Las 
diffCrents principes sur lesquela soot fondCes las techniques de haboratoire an usage contribuent 
egalement a ces confusions.b 

En ce qui concerne ha cohimCtrie, rappelons qua La vocable "coLiformes" n'est pas un terme 
raxonouiique. Il eat utiliaC couraunnent pour designer l'ensemble des entCrobactéries rapportées a 
Ia tribu Eschericheae at qui ont pour caractères communa d'etre des baci].les gram-ndgatifs, non 
sporulCs, le plus souvent mobiles 1  mCtabolisant le lactose avec dCgagemenc de gaz h 37 'C. 

Sur le plan pratique, devant La diversité taxonomique des coliforines, IL faut 6galement rete-
rtir comma repres las espècea Escherichia coLi (B. coLi cousnune d.couvert par T. Eacherich), Citro-
bacter freundii, Enterobacter aerogenes. 

En dehors des classifications taxonomiques des coliformes, la surveillance sanitaire, qui 
s'intéresse exelusivement I eux an tant que inarqueurs de ha pollution fCcale, utilise pour sea 
besoins une classification dite "sanitaire", dont La premire version (susmentionnCe) distinguait 
deux categories de coliformes, lea citrates-nCgatifs (reprCsentCs par E. coli at sea biotypes) 
d'origine fCcahe at las citrates-poaitifs dont l'environnement est he saul habitat. 

A l'heure actuelle, après des recherchea approfondies at des dizaines d'années de discuss ions 
passionnees entre lea chercheurs, Ia classification sanitaire des coliformes reste encore rCduite a 
deux cat4gories ou, plus exactement, a deux tests, nota=ent pour las coliformes "fcaux" at lea 
coliformea "totaux" répartis, counne dana la premire classification, sur la base d'un seul critère, 
Leur faculté de faire fermenter he lactose a 44,5 'C. 

Il eat admis (salon l'Ccole americaine) que lea coLiformes, dont L'espèce representative eat 
Eacherichia cohi, sont incontestablement d'origine ECcale. Les cobiformes fecaux ont ete 
d6ffl5c coe ayant pour caractres couuns d'etre des "bacrries gram-negatives", aerobics et 

Lea tests LMVIC (Iindol, Mrouge de methyhe, VVoges-Proskauer, ICcitrate de soude) ne 
peuvent, A lheure actuelle, servir a identifier qua Las genres at non las espèces cohiformes. 

b Peut-tra has etudes en tours sur la classification des cohiformes sur ha base de nouveaux 
crirères at de tnCthodes plus ChaborCes, voire d'une taxonomie numérique, gCnCtique at molCcuhaire, 
arriveront-elles & mectre au point zinc claasification inmeux fondee, plus adaptee aux objectifa de 
la surveillance en milieu mann at gbobalement concordante. 

PNUE. Determination des cohiformas fécaux dana lea bivalves par La test des tubes 
multiples, MCthodes de reference pour lea etudes de pollution marine, N' 5, Rev.L, 1983 (an coope-
ration avecl'OMS). 
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ana&robies facul.tatives, an farina da btonnecs, ne sporulant pas at fermentant le lactose an pro-
duicant dii gaz an noins de 24 heures, an culture A 37 C at 44,5 C.a  us produisent de L'indole 
an eau tryptonée (contenant du tryptophane) an culture A 445 C. Dane is pratique de routine de 
certains laboratoiree,, lee coliformes indole-négatife & 44,5 cb  sont égalemenc considrs comma 
"fcaux" . D'autres laboracoirea cansidèrent lee tarmac "E. coli" at "coliformes fécaux" comma 
synanymes. Salon notre exprience personnelle, cii est besoin de différencier las E. coli, ii 
faut recourir aux tests IMVIC at Is production d'indol.e k 44,5 C dolt être obligatoire. 

La test des "coliformes totaux" net an dvidence I La lois Las coliformes fécaux at lea col.i-
formes dépourvus de is faculté cie fermenter I.e lactose a 44,5 'C. Mais an cc qui concerne son 
interpretation cur le plan sanitaire, Lee chercheurs n'étaient pas unanixnes. 

Afin de concilier lee definitions at lea interpretations an cours qui sont souvent fort diffé-
rentes, las auteurs des "Names internationales appliquées 2k L'eau de bojson" (OMS,, Genève, 1962) 
ant propos d'admettre que tous lee coliformes peuvent 8tre d'origine fécale'; I.eur presence eat 
dana cons ideree coe indiquant une poLluti.om. 

Dana Ic cadre de cette proposition 1  on peut citer H. Leclerc (1984) qui precise que las tests 
"haute temperature "  appliqués pour mettre an evidence une population ou un groupe de games aigni-
ficatifa cur le plan de l'hygiène sont 

significatife,, an cc sans que las bactCries niece an evidence (4 44 sC)  sont Ic pLus souvent 
des E. coLi ou des bactCrie6 sQrement d'origine fécale; 

restrictifs at relatifs, en cc sans que de noinbreuses entérobactéries fCcales ne sont proba-
bLament pas capabies de cc multiplier A cette remp4rature, c'eat--dire qua l'on admet l ' exis-
tence de coiifortnes privCs de Is facultC de cc reproduire 4 44 'C, sans contester leur origine 
fCcaLe. 

Salon Farmer (1977), parmi lee entérobactCries d'origine fCcale, 20% seuLement peuvent être 
identifiCes & une espece décrite at 30% b un genre donnC, sans préciser l'espce, tandic qua 50% 
échappent I toute ciassification 

Les coliforines soumis au test des 'coliformes totaux" at donc L'origine fca1e eat contastée, 
J.'heure actuelie sont actribuCs I une contamination fCcal.e ancienne at moms importance du point 

de vue du "prognostic CpidCtniologique", tandis qua Las colifornies fCcaux sont considCrCs plus 
spCcialement comma Les marqueurs d'une contamination fécale récente ou, plus exactement, d'une 
contamination par des matières fCcaLes frat chead. 

Colimécrie en miLieu mann 

Las notions thCoriques. Les nCthodes d'anaiyse, lea normes d'interprétation sanitaire des 
coliformes, servant d'indicateurs de is pollution fCcale, constituent un domaine particuJ.ier de la 
microbiologic du milieu (microbiologic sanitaire), nocaent la "colitndtrie". 

L,'objectif, au depart, Ctait de contribuer A i'amélioration du concrle eanitaire at ccc 
méthodes ant etC conçues at axpCrimentCes an eau douce. 

a Dana Is mCthode de Ia "culture cur membrane filtrante", le critère diffCrentjel des coli-
fames (degradation du Lactose, manifeatCe par acidification suivie de dCgagement de gaz) eec 
rCduit au paramètre "acidification". 

b Modification des tests thermophiles & 46 C d'Eijkman. 

c lJne telle proposition trouve confirmation dane nocre experience car, dana lea selles qui 
nous parvietment au laboratoire pour axamans de routine, nous avons deceic, parallèlement aux 
E. coli, la presence de coliformes citrates-positife dane 40% des Cchantill.ons. 

d Dans Ia niCthode de "cuLture cur membrane filtranre",, telle qu'eLle eec habitueliemerit 
appiiquCe, ii est jutifiC de dCfinir las deux tests comme suit 	nombre total des 
coliformes/ 1.00 nil a 37 'C pour La test des "coli.formes totaux" at nombre total des 
coiiformesf 100 ml 1 44 'C pour le test des "colifommes fCcaux". 
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Plus tard, cas principes at ces tests, mis au point pour la colimtrLe des eaux douces, ont 
td appliqués directement en milieu maria, sans tenir compte du fait qua celui-ci constitue un 

écosystème tres dynamique at très diversifié et qu'il n'y a pas de comparaison possibLe avec Le 
biotope humajn des coliformes, ni avec Lea conditions de vie qua ceux-ci trouvent dana l'environne-
meat continental. 

1.1 existe donc certains points faibles dans Is colimétrie telle qu'elle est actuelLement 
appliquée a ].a surveillance du miLieu mann, rLocaenc des eaux de nor A vocation balnéai.re. 

Introduits dana le milieu maria, lea coliformes, pour aurvivre, doivent s'adapter 4 des condi-
tions tout A fait différentes de celles de leur habitat natural at modifier leur tnétabolisme pour 
l'équil.ibrer A l'cosystème turin. On pout alora voir se manifester de riouvelles facultés cu 
disparattre une ou pluaieurs facuttés couaidérées cone spécifiques de l'espëce; c'esc Ia cas, par 
exemple, de Is perte (par E. coli) de la faculté de fermenter 1€ lactose at de produire de 1.'indole 
a 44 'C.a  Ces adaptations sent provisoires at, tt ou tard, ces gerntes finissant par dégdnérer 
et penn. Peut-tre pourrait-on expliquer ainsi Is vaniabilité at l'instabilité des caraccres 
biochimiques des souches coliformes immCdiatement isolées du milieu mann. 

Etant deane aussi qu'elle était basCe a l'époque sun la survie an eau deuce at qua lea compa-
raisons so bornaient X certains microorganismes du genre Shigella ou Salmonella et h certains 
vibrions, l'intarprétation dana un but sanitaire at dpiddmiologique n'est plus confornia non pLus 
aux connaissances contemporainea an Cpidémiologie et en microbiologie. 

On sait maintenanc quo la contamination fécale introduit dams le milieu mari.n non seulemant 
des entCrobacténies pathognes, mais aussi J.es agents do plueieurs maladies viraLes (Poliovirus, 
virus de l'hépatite infectieuse B, Coxsackie virus, etc.) at parasitaires, dent Is survie eat 
incontestablement plus longe gue ceLle d'E. coli, espce do colifonmes reconnue aujourd'hui cone 
indicateur do Is pollution fCcale. Donc L'absence d'E. coli at do coliformes fécaux, on génénal, 
(sur La pLan de Is surveilLance sanitaine) ne signifiiiii1.l.etnent qua l'eau de men eat exempte 
d'agents pathogènes at Ia recherche d'E. coli, y compnis le test des "coliformes fécaux", no 
s'avère pas, en sensibilité et spécificité, meilleur9ur, 	Is mesure de is qualitC de l'eau de bai- 
gnade.ue i.e test des "coliformes totaux". 

Salon notre experience, les échantillona d'eau de mar prlev4s en des points dLoignCs de toute 
source do pollution so sont rCvCls exempts de coi.iformes,b  Ca qui revient A dire qua si l'on 
trouve des coliformes dams l'eau tie mar, leur presence dojt tre consi.dérée, quelLe qua soic 
l'espce, comme Pindice d'une pollution d'origine tellurique; nous entendons par ce terme Is 
pollution du milieu mann par lea eaux usées, dana un sons plus Large qua is contamination fécale. 
La transmission des coliformes an milieu mann so fait, en effet, par l'intarmnCdiaire des eaux 
usées (eaux d'égout, eaux des niviares récepericea d'eaux usees, eaux do ruissellenient des zones 
urbaines) qui vChiculent, en mme temps que les games pathogènas, des pol.ivants physiques at chi-
miques. 1.1 convient de noter qua Las voyageurs at las navigants peuvent atre h l'origine d'une 
certaine charge du miiiu turin an matiares fcaLea. Cotta charge paut cependant être CvaLuCe, sun 
la base du nombre des voyageurs, par Is test "Cquivalentlhabiranc/jour". 

Etant donnC qu'à l'heure actuelLe, lea déchets industrials sont coLleccCs at Ic plus souvent 
évacuCa sLon la systeme du "tout A l'Cgout", par las réseaux publics d'égout, ii eat justifiC 
d'utiliser las coliformes non seulement pour évaluer lea nisques do maladies infectieuses trans-
mises par l'eau do men, mais Egaietnent sur le plan du "genie sanitaire", car ils peuvent aider IL 
sieux connatre La diffusion des eaux usCes at a suivre at établir Is trajec do propagation des 
contaminants chimiques apportés avec Lea saux usées. La colimCtrie peut aider a évaluer Ia capa-
cite de L'aucoCpuration du milieu maria ou a choisir judicieusement I'ampLacemant d'un dCvarsoir at 
peut aussi servir de panamètre esthétique. 

Ces diffCrentes applications da La determination des coliformes amênant a demander Lequel des 
deux indices (NPP/lOO ml) (coliformes "rotaux" ou colifonmes "fécaux") eat l'indicateun le plus 
spCcifique at le plus sensible pour lea objectifs susmentionnCs. 

Cotta facultC n'est pas suffisamznent CtudiCe pour La moment. II faut la considCrer coxe 
une facultC d'adaptation. On a découvert (II. Leclere) des Eschenichia coli psichrophiLes qui 
peuvent crotre mme A 4 'C. 

b Un certain nombre do poissons péchCs au Lange et dent on a étudiC la microflona viscérale 
so sont révClés exempts de colifornies. 
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Avant de parler des priorirs et d'évoquer lea ineonvnienrs propres aux deux mthodes 
comparer, 11 faut norer qu'A Pheure acruelle Is méthode de culture en tubes multiples (NPP) nest 
pas appLique de inanire standard. II existe diverses modifications de cette mëthode qui diffrent 
par leur sensibilitd. 11 eat done indispensable de savoir au préalab].e LaqueLle de ces modifica-
tions aera comparée a la méthode de la culture sur membranes filtranres (MF). En premier lieu, ii 
faut mater que la méthode NP, dana sa phase présomptive, fair appeL h différents bouill.ons Lac-
toss, dont trois sont plua particuLièrement reeonmiandés 	le bouiLlon lactose (Lactose aroth), 
exempt de composanrea inhibitrices, Ic bouillon de Mac Conkey (Mac Conkey broth), addionnC de 
taurocholate de sodium comme inhibiteur et is bouillon au vert brillant bilié (Green BriLlant 
Lactose 3i3.e Broth), la biLe er le vert bri].lant Ctant ajoutés comme inhibiteurs. Ces deux der-
niers milieux sont donc considCrCs coimne sélectifs pour les coliformes. 

Nous avons déjà mentionné que le milieu mann n'esr pas favorable a La survie des coLiformes. 
Progressivement leur vitalitd diminue et lea moms résistants entrenr en état de "stress". En 
culture dams Lea boujllons au vert brillant et aux ads biliaires, lea concentrations des inhibi-
teurs s'avèrent égalemenr inhibitrices pour eux (tableau 2), tandis que le bouillon lactose o€fre 
aux coliformes en "stress" des conditions de reanimation a l'image de l'eau tryptonCe, utilisCe 
conmie milieu de préennichissemerit dana lea techniques d'analyse des denrCes alimenraires. 

Afin d'érudier lequel de ces trois miLieux liquides rend Is méthode NP? La plus sensible, dana 
le cadre du projet MED POL II, en 1982, nous avons cherché Le NPP/100 ml des colifonmnes totaux, des 
coliformes fCcaux et d 1 E. coIl en utilisant simultanCment Lea trois bouillons sus-inentionnCs. 

L'Ctude a porte sun 72 Cchantillons d'eau de nier, répartis en trois groupes de 24 &chantillons 
prélevCs dana trais stations (une dont l'eau eat forrement pol].uée par les dCversements d'eaux 
usCes, la deuxième moyennemenr polluCe et la troisième supposee relativement propre). Le choix a 
etC fait sur la base des donnCes de la surveillance de routine. 

Las échantillans ant CrC ensemencCs dans des sCries de 5 tubes de 10 ml, I mu]. et 0,1 ml pour 
chacun des trois bouillons lactosés, dans La phase presumptive de La methods NPP (dana La phase 
confirmative, on a effectuC des cultures a 44 C sur bouillon lactose biliC au vent brillant et en 
eau trypronCe). 

En comparant lea valeurs des NPP des coliformnes ('totaux", "fécaux" et "E._coli") propres a 
chacun des trois bouilLons lactoses pour cheque Cchantillon, on peur rCpartir lea bouillons Lac-
tosCs en trois niveaux de sensibilitC "ClevCe", 'tnoyenne' er "limitCe". 

Le niveau de sensibiLitC le plus élsvC a &tC attribué Ru bouillon lactose (Lactose Broth) 5  
pour Lequel Lea NPP ont été lea plus ClevCs, c'est--dire qui s'est avCré le plus sensible. 

Lea rCsultats de cette evaluation sont consignCs dams lea tableaux 1 et 2. Selon ces 
tableaux, les pourcentages pour Ic niveau dit de "aenaibilitC Clevée" pour les coliformes totaux, 
lea coliformes fCcaux er E. coli sonc significativement plus Clevés dana Ic cas du bouillon 
lactose. CeILui-ci eat done pLus sensible et qualicativement supCrinur aux deux autres bouilLons. 
Lea pourcentages prCsentCs au tableau 2 concernant le bouilLon Lactose biliC au vert brillant 
montrent netteument son effet inhibiteur sur lea coliformes. 

Dana une Seconds phase de notre Ctude, nous avons compark Ia aensibilité de is technique des 
tubes multiples utilisant Le bouiLlon lactose avee celle de Ia culture sur menibrane Eiltranre uti-
Lisant Is gClose in.FC. Nos observations sont prCaentCes au tableau 3. 

Lea résultats obtenus semblent montrer que la mCthode NPP utilisant le bouiLLon lactose ear 
plus efficace pour determiner la pollution fCca].e d'une zone marine. 

Lea mCthodes relatives aux paramètres bactCniologiques ont etC déjà discutées au cours de 
l'exercice d'interétalonnage er de La consultation tenus a Rome (0MS/PNUE, 22-26 novetnbre 1982). 
Sur Ic plan de la comparabiLitC des deux méthodes (ME' et NPP) qui a CtC CgaLement discutCe, aucune 
des deux mCthodes n'a etC dCclarCe comme supCrieure a l'autre. IL a été ronstarC que L'une et 
l'autre présentaient a Ia fois des avantages et des inconvCnients. Lea données de La littCrature 
pertinente ne vont pas a lencontre de cette constatation. 

d  En colimnCtrie du milieu mann, nous utiLisons le bouillon lactose (Lactose Broth) addi-
tionné de b].eu de bromothymol comme Ph indicateur d'une acidification du lactose sans dégagemenc de 
gal. Ce milieu qui nous a donné des rCsultats très encourageants prCsente l'avantage de permetrre 
de profiter des cuLtures de Is phase présoruptive de la mnCthode NI'P pour determiner le NPP/100 ml 
des streprocoques ECcaux en faisant des rCensemencements sur la gClose de Slanets ou sur une gClose 
au teLlunite de potassium (en phase confirmnative). 
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Tableau 1. Coparaison cle la sensibilit4 (en U des trois bouillons 1acosés 
dane 1aterminacjon à1.a concentration d'Escherichia coli dans lea 4chantillons analyss 

Type de bouillon 
	

NPP/100 ml de 
	

NPP/100 ml de 	NPP/100 ml 
utilis 	coliformes totaux 	 coliforines fcaux 	d'Escherjchja coli 

Lactose 
	

79,41. 	71,01 
	

76,81 

Mac Conkey 
	

41,17 
	

49,27 
	

46,37 

Bouillon vert brillant 
	

19,11 
	

30,43 
	

40,57 

Tableau 2. Comparaison de La sensibilit (en %) de la technique des tubes 
selon le YP!  de bouillon lactose utilispour La determination 

du noinbre Le pLus probable (NPP) de coliformes 

DegrC de sensibilit4 

Type de 
bouillon NPP/lOO ml de NPPJ100 ml de NPP1100 ml 
lactose coliformes totaux coliformes f4caux d'Escherichia coil 

élevC 1 	moyen 1 	limité elave 	] 	noyenjlimitC Clev 1_ limits 

'actose 79,41 14,71 5,88 71,01 24,63 

_ 
2,89 1 	76,81 20,27 2,89 

Mac Conkey 41,17 47,11 11,76 49,27 28,98 21,73 46,73 33,33 20,28 

Bouillon verc 
brillant 19,11 45,58 35,29 30,43 41,82 21,73 40 , 57 1_ =_15,98 

Note i un mme Ccharitillon a etC CtudiC sur lea trois boulllons LactosCs et compare en 3 NIP 
EEnus par rapport h chaque test. 

Tableau3.ComparaisondeLasensibilitC(en1)desdeuxtechniques 
parrapportauxnombresd'4chantillonsanalyses 

Technique des tubes 	Technique de La 
Point de 	multiples supCrieure 	membrane fiitrante 
prClèvement 	a celle de la nembrane 	supCrieure a ceLLe 	EgalitC 

filtrante 	des tubes multiples 

Propre I 	42,8 

ContaminC 70,58 

PolitiC 87,5 

	

33,33 
	

23,8 

	

29,41 
	

0 

	

12,5 
	

0 
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Lee donnes des exercices d'intertalonnage tenus A Rome (1982) at a Barcelone (1983)a 
peuvent pee non plus servir pour étudier la comparabilitd des deux mthodes (MI et NP?). 

Lore de Ia dtermination des concentrations de coliformes at d'entérocoques dens lee trois 
types d'4chantillons d'eau de ncr (Al, BL et CO lee diffrerits groupes de travail ant applique Is 
méthode MI. Donc lee rsultats c,btenus ne sont significatifs que pour verifier l.'exactitude at Ia 
sensibilité de Is technique propre a la mCthode MI, appl.iquee simu].tandment a un même dchantillon 
par différents groupes de travail. 

En cc sens, lee intervailes des concentrations an colonies par 100 ml, dane l'exercie d'ta-
lonnage da aome cC Surtout dane celui. de 3arcelone (75 000 000 - 45 000 pour lee coliformes totaux, 
4 000 000 - 12 900 pour las coliformesr f&caux at 1 730 000 - 57 000 pour 'Lee ent&ocoques), a 
condition qua la mhode soit correctement appliquCe par tous lee chercheurs, nlontrent qua la 
cnéthode MI n'est pee suffisaimnent exacte. Pour pouvoir comparer l'exactitude des deux mhodes, un 
étaionnage similaire portant cur Is méthode NPP set Cvidemment n&cessaire. 

Inconv&ients at avantages de Is mCthode M?P (culture en tubes mulripes, our bouillon lactoeC) par 
rapport 	la mCthode MI 

Incanvénients 

La méthode NP? a etC conçue, dane le Cemps, pour Cvaluer La test du "colitirre" - le plus 
petit volume d'aau analysCe dane lequel on dCcèle la presence de coliforrnes. 

Cette mCthode a Cté, par la suite, artificieLlement adaptec au test NP? (Most Probable 
Number - MPN) par transformation inathCmatique des damnées du colititre 	l'aide de tables statis- 
tiquesD determinant le NPP on function des rdsultats observes. 

Donc la mCthode MI offre la possibilitC de determiner directement La concentration des coli-
formes on dCnombrant Lee coLonies, tandie que, par la mCthode NP?, cette concentration est CvaluCe 
S tdt is t iquement 

En cac de contrOLe systCinatique des eaux de mar prClevCes dane des secteurs connus exempts de 
pollution fCca].e at de matires en suspension. Ia tnCthode NP? est techniquement mains rapide at 
exige plus de matCriel, d'espace (étuve, paillasses, etc.) at de personnel que Ia méthade IF. 

Avancages 

- 	PossibilitC de determiner, a partir de la phase prCsonptive, simultandment lee trois tests 
NPP 	coliformes totaux, colifortnee fécaux et E. coti; 

- 	possibilité d'effectuer la determination des NP? par des volumes constants b ensemencer 
(5 x 10 ml, 5 x I ml at S x 0,1 i), indCpendamznent du degrC suppose de poLlution fCcale de 
l'eau de mar a analyser; 

- 	spCcificité plus grands sur le plan technique, cette méthode Ctant Eondée eur La facultC 
propre aux coliformes, notamment de degrader le lactose avec dégagement de gaz, tandis que la 
mCthode MI eec uniquement fondAe cur l'acidificaticn du lactose; 

- 	meilleure "régCnération" des cellulee bactériennes (coLiformes en "stress"); 

- 	anaLyse des eaux de mar riches en matières en suspension plus facile; 

- 	application possible dane tous lee laboratoires 	l'appareillage at Is verrerie (Cruve, 
portoire, pipettes graduées, tubes a essai, etc.) sont dieponibles dens tout Laboratoire 
fonctionnel; 

- 	application possible sans importation de materiel spCcialisC (membranes filtrantes, appareil- 
Lage approprié, etc.); 

Voir "Rapport cur une reunion mixte OMSJPNUE", Barcelone, 1983. 

b Ces tables prCsentent des 1.acunes puisqu'elles ne prévoient pas de rCsultats pour un cer-
tain nombre de cømbinaisons dites "cas paradoxaux" ou "fausses reactions". 
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- lecture plus facile et plus standardisée des rdaultats. Cette méthode exige aussi mains de 
temps, surtout en cas d'échantillons prélevês clans des secteurs du Littoral oi SC déversent 
des esux usées at oi Pan ear oblig d'utiliser plusieurs membranes; 

- moindre coOt, aurtout pour les pays qui doiverit importer lea membranes filtrantes. "L'emploi 
de la mérhode NPP s'impose en raison principalement de la méconnaissance que i'on a du niveau 
de pollution at donc du nombre élevé de membranes qu'll conviendrait d'uti].iser" (H. LecLerc, 
1984)a 

CONCLUSION 

En surveillance sanitaire, le fait de constarer i.ine pollution fécale n'est qu'une étape pr -
somptive, un signal d'alarme, qui obLige ultérieurement A continuer Ia recherche afin de dépister 
Porigine de cette pollution, de révéler lea mécanismes de sa transmission, d'établir son trajet et 
sa survie afin qu'on puisse préciser et planifier les nesures propres It "assainir" Ic milieu tnarirL. 

La prsance d's. coil caractérisée par uric courte survie et, en général, Ic test NP?/100 ml 
aux coliformes fécaux ne peuvent pas satiefaire b ces objectifa. 

L'indice NPP/100 ml des coJ.iformea totaux nous paratt Le mieux adapté pour dépister et évaluer 
la contamination telturique. Dana un tel choix, jl n'eSt pas nécessaire de c[i.fférencier lea coli-
formes entre eux, car toutes lea espëces, indépendamment dea polémiques sur leur angina fécale ou 
non, auraient uric même valeur indicatrice d'une contamination tellunique, étant dome que lee 
divers coliformes que l'on trouve en milieu mann provierinent tous du déversement des effluents. 

Donc en colimétrie du milieu mann, Le test NPP/iOO ml des coliformes toraux doit 9tre prCféré. 

La méthode de NPP, celle de Is culture en tubes multipLes sun bouilLon lactose, appliquCe en 
colimétnie du milieu mann, que cc soic pour une surveillance de routine ou pour Is recherche, eat 
plus valable que la mCthode MF ou culture par filtration sur membrane. 

a Lors de L'exercice d'Ctalonnage de Barcelona (1983), la colimétnie par la mCthode MF 
comportait La filtration de 5 & 20 mL de chacurie des six dilutions de l'eau de chaque type d'échan-
tillan, cc qui fait un nombre important de membranes I utiLiser. GeLdreich (1975) rCduit cc nombre. 

trois, correspondarit a crois voLumes diffCrents choisis scion le degrC de poLLution suppose. 
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Anne xc 2 

ORCANISATION DES TR.AVAUX PRATIQUES 

Croupes de travail 

Lea participants seront rpartis en groupes de trois. Cheque groupe sera ddsignd par un 
numro en chiffre romain (groupe 1. groupe LI, groupe III, etc.). A l'intérieur de chaque groupe 
lee participants seront distingués A ].'aide de riuméro en chiffres arabes 1, 2 et 3. Lee numéros de 
la place et du groupe des participants indiquds sur lee pail].aases ne devront pee être modifies 
pendant toute la dure de l'exerc ice. 

Echantillons 

Chaque participant trouvex-a sur sa paillasse trois flacons vissCs de un litre contenant trOLS 
4chantillon d'eau ctière graduellenient pol.luCe 

- un échantitlon "P." (etiquette rouge) d'eau c8tire fortement polluCe; 
- un échantillon "B" (4tiquette jaune) d'eau côtière moyennement polluCe; 
- un échantillon "C" (dtiquette blanche) d'eau côtire faibletnent polluée. 

Cheque groupe trouvera dgatement sur sa paillasse un CchontiLlon de bivalves, clovisse (tapes 
decussatus). 

Materiel de laboratoire 

Chaque participant aura cur sa paitlasse, ou dane son casier, Le materiel ci—dessous, destinC 
Is dCtermination du test NP? par la uiCthode de culture en tubes multiples 

- 3 portoirs identiques de 15 tubes chacun 	5 tubes de bouillon lactose concentrC et 10 tubes 
de bouillon lactoad simple; 

- 3 portoirs identiques de 15 tubes chacun 	5 tubes de Rothe concentrC et 10 tubes de Rothe 
simple. 

Ces tubes serviront a t'analyse des trois CchantilLon d'eau côtière A, B et C 	déter-rnina- 
tion des NP? des coliformes totaux, des coliformes fCcaux et des streptocoques f4caux (phase 
présomptive). 

- On portoir de 15 tubes 	5 tubes de bouillon Lactose concentrC et 10 tubes de bouillon lactosd 
a imp L e. 

Ces tubes serviront A la d4termination du NPP des coliforines fCcaux dans l'Cchantillon de 
bivalves. 

- 10 pipeetes ar4riles graduCes de 10 ml; 
- 10 pipettes stériles graduées de 1 ml; 
- 1 lot de tubes de bouillon lactose bilié au vert brilLant; 
- I lot de tubes d'eau peptonCe; 
- 1 flacon de rCactif de Kovacs. 

L'ensemble de ce materiel servira pour la phase confirinative des coliformes fécaux. 

- Un lot de tubes de milieu de Litsky; 
- un lot de bottes de Pétri contenant de La gClose pour entérocoques (Enterococcus agar) pour Is 

phase confirmative des streptocoques fCcaux; 
- un lot de bottes de PCtri contenant de la gelose Endo pour la phase confirmarive des coli-

formes totaux; 
- des pipettes Pasteur pour Ic repiquage, I pot pour les 2 groupes dune table pailLasse. 

Chaque groupe disposera du materiel ci—dessous destine au dénombretnent des coliformes totaux, 
des coliforrnes fecaux et des streptocoques fecaux dans lee Cchantillons A, B et C, par la inéthode 
de Ia filtration sur membrane 

- un Cquipement de filtration sur membrane 	pompe a vide et deux unites de filtration (anton- 
noir, support de membrane); 
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- 	des membranes filtrantes stéri].es, conditionnées sépar&ent; 

	

- 	des pipettes graduées sr.ri1es (3 pipettes de 50 ml, 3 pipettes de 20 nil; 20 pipettes de 
10 ml); 

	

- 	60 bottes de Pétri contenant différents types de g&lose ; 20 boftea de gélose "ndo' pour La 
culture cur membrane filtrante des coliforines toraux, 20 boItes de gélose "FC" pour Ia 
culture sur membrane filtrante des coliformes fécaux at 20 bottas de gélose "Enterococcus 
&" pour Is culture cur membrane filtrante des atreptocoques fcaux; 

	

- 	24 flacons de 90 ml chacun d'eau tamponnée (etiquette verte) A utiliser pour la preparation 
des dilutions décimales (10, 102  et 10) des eaux I ana1yer. 

	

4. 	Etiguetge 

Chaque participant marquera cur lee tubes de rniLieux liquides et sur lea bottes de milieux 
gClosCs 

	

- 	son numCro de groupe en chiffre romain (de I A VIII); 

	

- 	son numéro de place en chiffre arabe (1, 2 ou 3); 

	

- 	l'indication de l'échantillon 	A, B, C nu bivalves; 

	

- 	Ia volume en ml d'eau filtrCe non dilu4e 50, 20 at 5 ml; 

	

- 	ou le volume d'eau diluCe 	20 at 5 ml en indiquant egaletnent le degrC de dilution 	10, 
10 -2 , l0- . 

	

5. 	Repartition den manipulations 

Lundi 12 novembre 1984 	soir 

Len participants procéderont I La determination des tests NPP des coLiformes totaux, des 
coliformea fécaux at des streptocoques fficaux par La mCthode de culture en tubes multiples dans las 
trois Cchantillons A s  B at C. tic détermuneront Cgalement le NP? des cokiforines fCcaux dens 
1'4chantjil.on de bivalves. 

Mardi 13 novembre 1984 

Chaque groupe procédera au dénombrement des coliformes totaux, des colifornes fécaux at des 
streptocoques fCcaux par la mCthode de la filtration cur membrane (MF) dane len Cchantiltons A et B 
selon le schema suivant 

Dens chaque groupe 
participant 1 échancillon B colifommes totaux 
participant 2 CchantiLlon B colifortnes f4cau 
participant 3 Cchantillon B streptocoques f&caux 

Dane cheque groupe 
participant 1 échantil.lon A coLifommes fCcaux 
participant 2 Cchantillon A streptocoques fCcaux 
participant 3 échantillon A colifommes totaux 

Mardi 13 novembre 1984 	soir 

Dane chaque groupe 
participant 1 échantillon C streptocoques fdcaux 
participant 2 échantillon C coliformes totaux 
participant 3 Cchantillon C coliformes fCcaux 

Pour las joumnCes du mercredi 14 et du jeudi 15, chaque participant est prié de se référer au 
programme gCnéral. 

6. 	Inscription des résultats 

Las participants disposeront, pour l'inscripcion des résultats, des deux Earinulaires suivants 
ainsi qua d'une tabLe pour le calcul du NP? par 100 ml d'eau côtire 

- 	formulaire L pour l'enregistremenr des donnCes concernanc la inCthode de cuLture en tubes 
multiples; 
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- 	formulaire 2 pour it enreg i a tremen t des donnéee concernant la méthode de filtration cur 
membrane * 

Le schma des manipulations a suivre pour la determination du NP des coliformea fécaux dane 
lee Cchantillons de bivalves se trouve dane le fascilule 5 Rev.l, page 10. 

La table pour le calcul du NPP par l g de chair de bivalves cc trouve dane le fascicule 5 
Rev.3 1  page 12. 

	

7. 	Recommandations importantes 

Les participants sont invitCs a consulter attentivement avant le d4but des manipulations, 
lea fascicules N 2 1ev.1, N 3 Rev.L, N 4 Rev.1, N 5 Rev.l de "Mars rCgionales", &ditCs par le 
PNUE an 1983. Ces fascicules cont inclus dane leur porte—documents. 

A la fin de chaque séance de travaux pratiques 1  lee participants sont pri4a de ddpoaer a la 
laverie du laboratoire lea tubes at lea botes de culture uti1i&a. 
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Annexe 3 

R.ESULTATS DE L'EXE?.CICE D'INTERETAL.QNNACE 

Introduc t ion 

L'objectif de l'exercice a 4t4 de partnettre aux participants de réaliser des dterminations 
de paramètres bactériologiques en utilisant des 4chantillons identi.ques d'eau de mar et en appli-
quant des methodologies uniformes at de comparer lea rdsultats obtenus a) entre lea individus pour 
chaque paramêtre, at b) entre lea deux m4thodes (membranes filtrantes et nombre le plus probabLe) 
appliqu4es pour lea parattre5 relatifs. 

Organisation at m4thodologia 

Lea participants ont 4tC rdpartis en huit groupea de trois. Trois Cchantildons d'eau de mer 
ant Ctd analysis par la mdthode des membranee filtrantes (ff) qui a CtC utilisCe par chaque groupe 1  
et par la methode du nombre le plus probable (N?P) qui a etc utilisce par chaque participant mdi-
viduellement 	Cchantillon "A" d'eau côtière fortement polluCe, Cchantillori "B" d'eau ctière 
moyennement pollu4e et echantillon "C" d'eau c8tire faiblemant polluCa. Chaque échantillon a etC 
analyse pour La d4terrrjjnation des coliformes totaux (CT), des coliformes fdcaux (CF) at des strep-
tocoques fdcaux (SF). En outre, Ia methode NPP a etC utilisCe par chaque groupe pour I'analyse 
d'un Cchantillon de bivalves (clovisses tapes decussatus) provenant d'un environnement fortement 
polluC. 

Pour lea dermjnaCjons des ConCentrationS rnicrobiennea dana Peau de mar avec Is mCthode MF 
et dana lea bivalves avec La in4thode NP?, lea participants ont urilis4 lea mCthodes de rCfCrence 
PNUE/OHS 1  N 2, 3, 4 et 5. Pour lea determinations dana l'eau de mer avec Ia mCthode NPP J  lea 
participants ant utiliaC lea indthodes prCparCes par l'Inatitut, sur la base de la 134me Cdition de 
"Standard methods for the exaini.nation of water and wasrewater" (Association amCricaine de La sante 
pubi ique). 

RCsultats et discussion 

Lea rCsultats obtenus par lea participants, pour lea determinations des coliformes totaux, 
des coLiforn,ea f4caux et des streptocoques f4caux dana lea Cchantillons d'eau de mer, sont 
prCsent4s ci-après sous forme de tabLeau (tableau 1). En gCn4ral, la comparabilité des chiffres 
obtenus eritre lea individus peut Atre considCre comma satisfaisante. La variation entre lea 
chiffres obtenus par certains participants ou certains groupes de participants et lea rnoyennes 
enregistrCes s'explique sans doute par te degrC d'expCrience de chacun. Quelques participants, en 
fait, uti].isaient la rrthode MF pour Is premiere fois. Une autre source possible de variation 
pourrait Atre lea 160res, maig nCanmoins Cvidentea, differences de pression d'Cvacuation encre les 
appareils utilisCs par lea diffCrents groupes. 

La comparabilitC des r4sultats obtenus pour lea Cchantillons identiques avec lea deux 
mCthodes (HP at NPP) peut Atre Cgalement considCrde comme satisfaisante, particuliCrement via-a-via 
de l'interprCtation de ces rCsultats. 

Pour lea bivalves qui Ctaient fortement polluCs, tous lea participants ant obtenu des rCaul-
Cats identiques, avec un nombre de coliforines fCcaux de 2400 ou plus par 100 grammes. 
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Tableau 1. Nombre par 100 ml d'eau de mer 

Coliformnes totaux 	 Coliformee fcaux 	 Strep tocoSues  fécaux 

MP 	 NPP 	 MF 	 NPP 	 MF 	 NPP 

G 	 1 	2 	3 	 1 	2 	3 	 1 	2 	3 

Echantillon A 

1 	1200 1600 2400 2400 	i 446 920 350 1600 50 240 17 540 
2 	2500 2400 2400 2400 500 2400 2400 2400 150 240 350 350 

3 	1250 2400 2400 2400 400 350 1600 1600 0 240 350 34 
4 	3200 - 2400 1600 900 - 2400 1600 500 L70 280 927 
5 	1275 2400 2400 2400 400 2400 2400 2400 2000 1600 540 540 
6 	3300 920 920 350 500 920 920 200 350 920 2400 34 
7 	5400 1600 2400 1600 167 1600 1600 1600 258 350 540 350 
8 	2150 2400 350 350 1200 2400 350 350 0 540 12 170 

Echancilion B 

1 	1100 130 220 350 180 33 94 130 50 5 4 4 
2 	850 70 79 79 60 31 49 49 35 4 4 4 

3 	250 1.10 130 110 60 79 7 33 0 2 2 2 
4 	740 - 130 240 35 - 49 79 5 2 2 4 

620 79 130 180 106 49 130 33 33 6 4 34 
6 	800 94 70 49 100 24 70 22 160 4 4 6 
7 	3460 130 110 356 105 130 49 79 7 2 2 4 
8 	660 220 350 350 375 110 26 33 0 4 2 4 

EchantilLon C 

1 	35 ii 1.4 140 9 8 2 21 3 2 2 2. 
2 	14 Li 23 17 0 2 5 Li 5 2 2 2 
3 	2 17 23 17 0 13 2 7 0 2 2 2 
4 	8 - 27 13 2 - 2 01 0 - 2 2 
5 	523 170 9 ii 97 130 9 6 57 2 2 2 
6 	1.50 ii 33 1.7 15 13 13 5 12 2 2 2 
7 	30 Li ii 23 0 7 4 2 0 2 2 2 
8 	24 17 17 22 1.0 5 2 2 0 2 2 2 
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Tableau 2. Table pour le calcul des tests NPP/100 ml clans l'eau c8riëre 

Nombre de tubes présentant Limites de Nombre de tubes présentant Limites de 
une reaction positive s  our Indice confiance une reaction positive 1  our Indice coiifiance 

NPP 
pour 

de 952  NI'P 
pour  

de 952 

5 de 10 ml 5 de 1 ml 5 de 01 ml 100 ml S de 	10 ml 5 de 1 ml 5 de 0,1 ml 100 ml 
chacun chacun chacun mE. Sup chacun chacun chacun mE. Sup. 

0 0 0 <2 4 2 1 26 9 18 
0 0 1 2 <0 1 5 1 4 3 0 27 9 80 
0 1 0 2 <0,5 7 4 3 1 33 11 93 
0 2 0 4 <0 1 5 ii 4 4 0 34 12 93 

1 0 0 2 <0,5 7 5 0 0 23 1 70 
1 0 1 4 <0,5 11 5 0 1 31 11 89 
1 1 0 4 <0,5 LI 5 0 2 43 15 110 
1 1 1 6 <05 15 5 1 0 33 11 93 
1 2 0 6 c 0,5 15 5 1 1 46 16 120 

5 1 2 63 21 150 
2 0 0 5 < 0,5 13 
2 0 1 1 1 17 5 2 0 49 17 130 
2 1 0 7 1 17 5 2 1 70 23 170 
2 1 1 9 2 21 S 2 2 94 28 220 
2 2 0 9 2 21 5 3 0 79 25 190 
2 3 0 12 3 28 5 3 1 110 31 250 

5 3 2 140 37 340 
3 0 0 8 1 19 
3 0 1 11 2 25 5 3 3 180 44 500 
3 1 0 11 2 25 5 4 0 130 35 300 
3 1 1 14 4 34 5 4 1 110 43 490 
3 2 0 14 4 34 5 4 2 220 57 700 
3 2 1 11 5 46 5 4 3 280 90 850 
3 3 0 17 5 46 5 4 4 350 120 1000 

4 0 0 13 3 31 5 5 0 240 68 150 
4 0 1 17 5 46 5 5 1 350 120 1000 
4 1 0 17 5 46 5 5 2 540 180 1400 
4 1 1 21 7 63 5 5 3 920 300 3200 
4 1 2 26 9 78 5 S 4 1600 640 5800 
4 2 0 22 1 67 5 5 5 2400 

Source 	APHA-AWWA-WPCF. Standard methods for the examination of water and wastewater. Treizième edition. Washington 1  
D.C., 1971. 



ICP/CEH 001/m03 
87 99L 
page 1.9 

Ethandilon 

Exercice d' interta1onnage OMS/PNUE 

RESULTATS 
(NPP/100 ml) 

Groupe N 

Dare 

Participant N °  

EtapesN..olumes 10 1C 10 10 101 I 11 1  
oHo,i 

Phase prsomptive (bouifl.on 
lactose) j 	I 

Confirmation sur g61oe 
"Endo" 1 37 	C 1 

Confirmation sur bouillon 
vert brillant A 44 

ó  I 
Confirmation indolef 
eau pepton&e h 44 	C I  

NPP/100 ml des coliformes totaux ........... 
NPP/100 ml des coliformes fCcaux ........... 

Syniboles 4 utiliser pour inscrire lea résul.tats 

o 	Croissance avec dCgagenenc de gaz 
+ 	Croissance (trouble) sans dégagement de gsa 
x 	Culture sterile (pas de trouble) 
A 	CuLture indole positive 
- 	Culture indoLe negative 

(formule des cul.tures positives ......... 
(forinule des cuLtures positives .........) 



ICP/CEH 001/m03 
879 9L 
page 20 

Echantillon ............. 

Formulaire 2 

Exerc ice d' intertalonnage CMS/P{fJE 

RESULTATS 
(membranes filtrantes) 

Groupe N' ........... 

Date .............. 

Participant N 

	

1  Volume d'eau 	DilutLonS 	
Nombre de colonies par membrane 	I 

	

filtrde en ml 	utilisées 	Coliformes 	Coliforines 	J 	Streptocoques 
totaux 	fcaux 	f6caux 

50 1 
20 1 : 

5 1 
20 j-1 

5 10 1  
20 icr 2  
5 10-2  

20 iO 
5 i - 

Concentration tnicrobienne en 
colonies/100 ml 

Observations 

Formulaire 3 

Echantillon ........... 

Exercice d'interta1onnage OMS/PNUE 

RESULTATS 
(NPP/100 ml) 

Croupe N' ........... 

Dare .............. 

Participant N' 

Etapes 	N. 	Volumes 	10 	10 	10 10 10 	1 	1 	1 	1 	1 	0,1 	0,1 	0,1 	0,1 	0,1 

H 
Phase présomptive (milieu I 

de Rothe) 

Confirmation (milieu de 
Litsky) 

Confirmation gélose 

I N IEnterococcus agar" 
 

NPP1100 ml de streptocoques . .......... 	Formule des cultures positives ........... 
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Anne xc 4 

LtSTE DES PA.RTICIPANTS 

Reprsentants des laboratoires participant a i'exercice 

Mine D. Barbato 
Societa Laziomare, Latina (Italic) 

Dr H. Belemlih 
Institut agronomique at vdtérinaire Hassan II, Laboratoire d'hygiène et industrie des denres 
alimentaires d'origine animale, Rabat (Haroc) 

H. R. 8en Aissa 
Institut Pasteur, Tunis (Tunisie) 

H. L. Ben Larbi 
Laboratoire central, Tunis (Tunisie) 

Dr P. Bernard 
INSERM, Contrle at information de is pollution marine, Nice (France) 

Dr A. Boudabous 
Laboratoire de microbiologic, Faculté des sciences de Tunis (Tunisie) 

Dr B. Carcassonne 
Prefecture des Bouches-du-Rlthne, Laboraroire dCpartemental de sante publique, Marseille 
(France) 

Professeur A. Chadli 
tnstitut Pasteur, 2unis (Tunisie) 

H. S. Fatnassi. 
Office du thermalisme, Tunis (Tunisie) 

H. A.H. Charbi 
Laboratoire regional, Nabeul (Tunisie) 

H. H. Hassine 
Laboratoire dc sante publique de Cabès (Tunisia) 

Dr A. Idrissi 
Institut national d'hygiène. Rabat (Maroc) 

H. Jaaibi 
Laboratoire de bacteriologic alimentaire, Institut national cia Is nutrition, Tunis (Tunisie) 

H. H. Jabry 
Laboratoire de contreile de l.a quali.tC des eaux, Rabat (Haroc) 

Professeur S. Jekov 
lnstitut Pasteur 1  Tunis (Tuniai.e) 

H. F. Khemiri 
Institut Pasteur de Tunis (Tunisie) 

Dr N. Krstulovic 
Institut de l'océanographie at des pêches, Split (Yougoslavie) 

H. B. Langar 
Laboratoire d'hygiane de l.a yule de Tunis (Tunisie) 

Dr H. Louzir 
tnstitut pasteur, tunis (unisie) 
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Mine D. Mazzarella 
Societa Laziomare Latina (Italic) 

Mine J. Monte iro-Fevereiro 
Dpartement de contrle de la pollution hydrique, Lisbonne (Portugal) 

H. A. Nejjar 
Centre international de gnie sanicaire, Rabat (Maroc) 

M. L. Razgallah 
tnstitut national de la normalisation et de la propri4t6 industrielle, Tunis (Tunisie) 

Mine C. Skabic 
Institut de protection sanitaire, Pula (Yougoslavic) 

Mine H. Trad 
Centre de recherche du gnic rural Laboratoire de rnicrobiologie, Ariana (Tunisie) 

Mine M.M. Valente 
Dpartement de contrôle de la pollution hydrique, Liabonne (Portugal) 

ORGANISAT ION MONDIALE DE LA SANTE 

Bureau regional de l'Europe 

Dr L. Saliba 
SpCcialiste scientifique principal, Plan d'action pour la MéditerranCe, Athènec (Crèce) 


