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INTRODUCTION

-

La présente étude a é€té réalisée par 1'Inspection Régionale de 1'Institut
Scientifique et Technique des Péches Maritimes (I.S.T.P.M.) 2 Boulogne-
sur-Mer. Elle entre dars le cadre du programme quinquennal de recherche
sur 1l'environnement littoral Nord/Pas-de-Calais. Son financement a été
assuré en partie par l'Etablissement Public Régiocnal du Nord/Pas-de-Calazis
(marché d'étude n° £2-021).

Le programme de cette étude consiste & déterminer 1'état de pollution

du littoral de Dunkerqus & Ault en faisant uninventaire.de:la’contamination™

bactérienne . des’ ‘mollusques.,” Ainsi, 33 .stations de préldvements ont été
choisies en tenant ccmpte de la proximité des zones de concentrations urbaines
et des estuaires, mais également de 1'imnortance des scites coquilliers

et de l'ecxploitation commerciale qui en est faite. —

La moule (Mytilus edulis), organisme bioaccumulateur, devait é&tre

considérée comme le principal témoin de la pollution bactérienne ; cependant,

dans 5 stations, nous avons di la remplacer par la coque (Cardium edule),

seul coquillage alors présent en quantité assez importante.
/
Les nombres de coliformes totaux et fécaux, de streptocoques fécaux
et plus accesscirement de salmonelles présents dans les coquillages sont
les U paramétres analysés dans cette étude. Ils sont considérés comme les

gernes tests de la contamination fécale.

Un inventaire de la contamination chimique des mollusques est également
réalisé dans le méme temps par 1'Institut Pasteur de Lille. La plupart
des stations retenues dans cette étude recoupent les ndtres, complétant
ainsi la connaissance de 1'état de pollution chimique et bactériologique

de la région.




PRELEVEMENTS

Les prélévements de coquillages ont été généralement effectués sur
chague site, & la fréguence d'un par mois, d'avril 82 a mars 83. Ils ont
été faits a pied, a4 marée basse et sur des lots de coquillages présentant

une homogénéité de taille (3 a 5 cm pour les moules, 2 & 3 cm pour les cogues).

Les stations ont été repérées par un numéro, de 1 & 33, sur les cartes
ci-jointes (fig. 1 a Jjusqu'a j). Une station en eau profonde devait également
étre retenue comme témoin, mais nous n'avons pas pu obtenir de coguillages

en provenance d'une telle zone.

ANALYSES

Les analyses ont été effectuées par le laSoratoire I.8.7.P.M. de 1'Inspec=-
tion de DBoulogne-sur-Mer en ce qui concerne les prélévements numérotés de
1 & 17, par le laboratoire I.S.T.P.M. de Le Crotoy pour les prélévements
28 a 33.

Les échantillons ont été analysés au maximum dans les U4 heures qui

suivent leur prélévement.

I - Dénombrement des coliformes totaux et des coliformes fécaux.

Le dénombrement des coliformes fécaux (et également celui des coliformes
totaux) s'effectue selon la norme frangaise homologuée NF V U45-110 de juin

1981 qui est reprise intégralement en annexe 1.

II - Dénombrement des streptocogues fécaux.

La recherche et le dénombrement des streptocogues fécaux se fait sur
milieu de ROTHE (test présomptif) et sur milieu de LITSKY (test confirmatif)

généralement en méme temps que la recherche des coliformes totaux et fécaux.
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Figure 1.: Cartes de la zone étudiée
avec situation des points de prélévements
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1) Milieux utilisés.
~ Composition du milieu de KOTHE :
Milieu simple = Milieu double
. peptone 20 g Lo g
. glucose 5 8 LI
. chlorure de sodium 5 8 10 =z
. phosphate bipotassique 2,78 5,4 g
. phosphate monopotassigue 2,7 & 54 g
. Azothydrate de sodium 0,2 g 0,4 g
. Eau distillée 100C¢ g 1000 g

Dissoudre dans l’eau les composants ou le milieu déshydraté commercialisé
par diverses margues en chauffant modérément - Filtrer.

Ajuster le ph : 6,8 & 7.
Répartir le milieu double & raiscn de 10 ml par tube de 20 x 200.

Stériliser 3 1'autoclave 15 minutes & 115°C.

-~ Composition du milieu de LITSKY :

- S 220 e o o o 3 B S 7% A 2 M LD (s R S SO B a3

. peptone 20 g
. glucose 5

. chlorure de sodium 5

. phosphate bipotassique 2,7

. azothydrate de sodium c,3
. éthyl violet 0,005

£
g
g
. phosphate monopotassique 2,7 B
8
g
. eau distillée 1000 g

Dissoudre dans l'eau les composants ou le milieu déshydraté commercialisé
par diverses marques en chauffant modérément - Filtrer.

Ajuster le ph : 5,8 4 7.
Répartir a raison de 10 ml par tube de 16 x 160.

Stériliser 15 minutes a 115°C.
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2) Ensemencement.

On ensemence chaque tube de milieu de ROTHE avec un volume uniforme
de 10 ml constitué soit par le broyat obtenu lors de la préparation de 1'échan-
(voir norme NF V L5-110 en annexe 1) soit par un mélange broyat + eau salée

1 ¢ stérile.

3) Incubation.

- Test présomptif (milieu de ROTHE) :

o " ¢ s o e s e

Placer a 1'étuve a 37°C durant 48 heures.

Tout tube présentant aprés ce délai un trouble est présumé contenir
un streptocoque fécal, il doit &tre obligatoirement repigué sur
milieu confirmatif de LITSKY.

- Test confirmatif (milieu de LITSKY) :

Placer a 1'étuve a 37°C durant 48 heures.

Tout tube présentant aprés ce délai un trouble net ou un louche accom-
pagné d'un petit amas violacé dans le fond du tube, est considéré
positif.

L) Résultats.

Le dénombrement est donné par la table N.P.P.

II1 - Recherche des salmonelles.

tlous nous sommes bornés ici & une recherche biochimique des salmonelles

permettant d'aboutir au diagnostic de groupe.

1) Milieux utilisés.

- - - - e A T s A S D G P P A o S G e S A A P B > e A A i S S D .6 W Wt S S S G T .

. peptone 58
. phospkate de sodium ' 10 g
. lactose ' 4 g
. bi-sélénite de sodiun 4 g
. eau distillée 1000 g
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Dissoudre dans l'eau les composants ou le milieu déshydraté commercialisé
diverses marques en chauffant modérément jusqu'a compléte dissolution.

Ajuster le ph : 7.
Répartir 20 ml par tube de 20 x 200.
Ne pas autoclaver.

Stériliser 10 minutes au bain marie bouillant.

- D - - ) A 2 - W S - A - S e P e M A S S S ST W SO SR WIS S S D I A T e R G G P M S8 Ghe SRS WL A Y Y W e

. peptone _ 5 g
. extrait de viande 5 g
. citrate de sodium e,5 g
. hyposulfite de sodium 5,4 &z
. citrate ferrique 1 g
. désoxycholate de sodium 5 g
. rouge neutre 0,02 g
. agar 12

. eau distillée 1000 g

Dissoudre dans l'eau les composants ou le milieu déshydraté commercialisé
par différentes marques en chauffant lentement jusqu'a ébullition qui
ne doit pas &tre poursuivie - Aprés 1léger refroidissement, ajuster
a'1 litre.

Ajuster le ph : 7,3 - Répartir a raison de 100 ml par flacon.

Ne pas stériliser.

o D " Bt A . S W T 10 M €0 s S ) M G G S A3 SR G R S ) W U S S 35 R A A A vy O I A . e U3 s U D MO T S S

. protéose-peptone 10 2

. extrait cde levure : 3 &
chlorure de sodiun 5 g
lactose ' 10 g

. Ssaccharose 10 &

. vert brillant 0,0125 g

. rouge de phénol 0,08 g

. agar ‘ 12 g

. eau distillée 1000 g
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Dissoudre dans l'eau les composants ou le milieu déshydraté commercialisé

par différentes margques en chauffant jusqu'a ébullition.

Ajuster le ph & 7 aprés refroidissement - Répartir a raison de 100ml

par flacon.

Stériliser 15 minutes a 115°C.

2) Enrichissement sur milieu sélectif au sélénite.

2 ml de broyat de coquillages sont placés dans un

tube contenant

20 ml de milieu liguide au sélénite. Laisser incuber 2% heures a 37°C.

3) Isolement sur milieux gélosés.

Les géloses au D.C.L. et V.B. sont ensemencées a partir du milieu d'enri-

chissement. Laisser incuber 24 heures a 37°C.

4) Examen des colonies isolées.

- Sur_gélose au D.C.L. :

. colonies incolores ou blanchitres a centre noir :

. COlONIeS POUZES +rveeereeccscsvanerrsassnassnaas ©

-~ Sur gélose V.B. :
. colonies roses et halo rouge ....cccvvveveseees &

. colonies vertes et halo jaune-vert ............ :

5) Galerie de diagnostic biochimique.

salmonelles possibles

E. coli et autres
coliformes
lactose + .

salmonelles possibles

coliformes ou autres
germes lactose +
et saccharose +

Les colonies typiques repérées sur les boites précédentes sont ensemencées

sur galeries API pour 1'identification des entérobactéries (se reporter

a la technique dfensemencement et & la fiche de diagnostic différentiel

des entérobactéries édités par la maison API).
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RESULTATS et COMMENTAIRES

Les résultats concernant le dénombrement des coliformes totaux, des
coliformes fécaux, des streptocoques fécaux et lé recherche des salmonelles
sont regroupés en annexe 2 a, b, c et d. Afin de permettre une meilleure
visualisation des résultats, les quantités moyennes de coliformes fécaux
sont représentées par des disques de diamétre proportionnel sur les cartes

de l'annexe 3. ' ~,

I - Résultats du dénombrement des coliformes totaux.

En ce qui concerne 1les coliformes totaux, on constate que ‘le nombre
moyen de germes sur 12 mois est trés élevé pour chacune des 33 stations,
allant de.'1-115 -2 *Audinghen (Caberlin) .jusqufa™’55" 750 “en Baie. de..Canche-

i 4 4l 8 kB

avec une“ggyenne,6eneralewdewlﬁwj371/

Certaines valeurs n'ont pu étre définies avec précision, 1le nombre

maximal N.P.P. étant dépassé (ex : + 72 000). Pour le calcul des moyennes

nous avons alors pris le nombre maximal (+ 72 0CO = 72 000).

Aucune norme officielle ne définit le nombre de coliformes totaux a
ne pas dépasser dans les coquillages. Cependant, 2 titre indicatif, on peut
comparer ces résultats aux nombres guides et impératifs pour les eaux de
baignade :

nombres G (guides) : moins de 500 dans 1C0 ml

nombres I (impératifs) : moins de 10 000 dans 100 ml.

rd ’ v Al .
ITI - Désultats du dénombrement des coliformes fécaux.

Comme pour les coliformes totaux, on constate que le nombre moyen de

coliformes fécaux sur 12 mois est trés élevé pour chacune des 33 stations.

PR Py

Lo

-La.. moyenne™ pour . l'enseﬂble‘“des‘ analyses west “dev 578507 " germes pour’ 7100 rmlow

de broyat.

Il ex1ste cette f01s un arrété (annexe 4) fixant le nombre le plus

- X el
e

---- “helpas .- depasser :pour que les -coquillages

soient considérés comme salubres,4co nombre est flxe a 3007
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Si on le compare aux résultats obtenus,g¢seule’ une” station”sur’33 est.~

conforme”: il s'azit duépointfndﬁgfé?xﬁaigéﬁénj(Caberlin). Les autres s'éche~

lonnent de 305 a 38 700 collformes fecauy,ales ‘moins . contamlnees etant ‘celles u-

ORI SO SR

P T T o b B .
.du'l secteur proche du n°u.5 (Audlnghen) ; *les plus contaminees ;es balesnf

T R R

Zde”Canche-et"d'Authie, ‘le- ‘secteur’ "ditnbleteuse A’ l:'qulhen et” Sanﬂatte."

N Y P S

Les résultats d'analyses bactériologiques étant théoriquement plus
aléatoires que ceux concernant les analyses chimiques, quelques prélévements
ont été doublés sur un mois. lNous n'avons pas constaté de différences trés

significatives dans les numérations de coliformes fécaux :

1ére analyse 2éme analyse
(15 jours plus tard)

Juin -~ point 6 ...... 90 108
Juin - point 21 ...... 0 103
Aolt - point 21 ...... 0 273

Nous avons essayé de relier les précipitations moyennes mensuelles
littorales aux nombres de coliformes fécaux. Comme le montre les données

) . . Lt e T . . it conser P g T g s KIaT
consignees dans le tableau 1 et 1la flgure 2, une‘augmentatlon'desrpre01pl-.%“

“tations ”d'un,fm01s sur 1l'autre entralne systemathuement une’ augmentatlon

e )

du® nombre ‘de coliformes fecaux dans les coqulllages.@Le phénoméne s'explique

o A Y i g s e b s S o ars §1estn e e e % At

en grande partie par un lesulvage des s0ls lors de fortes préeipitations

qui contribue & entrainer vers la mer les coliformes fécaux.

'JII - Résultats du dénombrement des streptocoques fécaux.

Les résultats concernant le dénombrement des streptocoques fécaux confir-
ment ceux des coliformes totaux et fécaux. Aucune norme officielle, comme
pour les coliformes totaux, ne fixe le nombre de streptocoques fécaux a
ne pas dépasser dans les coquillages. Cependant, on considére généralement

R e B S

que ‘. 2 500 eot la 11mlte mcceptable.

Ny S,

ACette limite L est depassee dans "la”:plupart” des ~cas’ sauf a; Dunkerque,’”

a0 s s e s 1
B

guanéatte ‘au Cap Grls-Nez, é udlnghen (Caberlln’etAP01ssonnet),-Audresselles

(Grosse Hure) et” Ambleteuse (Les Lletth)
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PRECIPITATIONS Nombre de Nombre de
moyennes COLIFORMES FECAUX STREPTOCOQUES FECAUX
mensuelles dans 100 ml de dans 100 ml de

en mm d'eau

chair de cogquillages

chair de coqguillages

Avril 82

Mai

Juin

Juillet

A

Aout

Septembre

Octobre

Novembre

Décembre

Janvier

Février

Mars .

83

S0 T G W PC S S G FaD G® O Vwd b VD N Gk W S VW o =2 S S Vb 4um Sed Smtm s Cm 4w Ve S

18
33
. 86
45

66
836
121

68

59

41

G em G S Bm G P P P G G0 S V) W B P D P A S S s P W Gms S 40 [0 6w ez Swo S Sen

1

695
Ly3
518
12
484
421

288

071
518
726

957

G S B B Gew B S W Beh Sup S8 Bom Sas BB Sl U G Sed Sk S0 G SO e 0 Sem 070 GO |V Sad G 2w S Sem

14
12

16

10

BW 90 08 Pud 4 2 G- G Puh S0 P A Ol G A ) S FC € Sub QM) CW Pl S Gem S P VW L) 00 S S O

1

Tableau :

Précipitations moyennes mensuelles,

nombre de oollformeu fécaux et de streptocoques fecauy

dfavril 1982 a mars 1983.
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I Figure 2 : narbre de Coliformes fécaux en fonction des prét‘:ipitatlons (en mm d'eau)

I nomdre de

Colifomes
échelles 1000 Coliformes fécaux

‘ II fecaux
19957 ‘ L_. 10 mm d'eau

pury
@]
a
(@]
i

7518 ] . .

5343 o , ‘ |
5362 | ' > a

4071 |
3756 . , :
3421 .
2518 . ,
248 4 : ’ . . ’
2C12 . , .

1595 4 .

0o 4

’ I précipity
€ _1C 18 335 41457 5h 66768 )3 N 121 . 830 836  ticns

(en mm e
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Figure 3 : hombre de STREPTCCCQUES FECAUX en fonction des PRECIPITATICNS (en mm)

nombre de

Sx"eptocoques échelles 1000 Streptocoques fécaux
fécaux

A : |
40 mm eau

16541 .

15CCC
143§

12146
12¢C . .

100F4. | .

¢ 'v’ LR 14 Ty - —-— - - —— préci;ﬁi’ta‘r
0 10 18 33 354145 59 66 6& &6 .12 €30 €36 tions

(en mm)
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La moyenne pour l’ensemble des analyses est de 7 314 avec des pointes

en baies de Canche, d'Authie, de Somme et Le Portel - Equihen.

Les résultats du tableau 1 et la figure 3 montrent ézalement l'influence
des précipitations sur le taux des streptocoques fécaux dans les coquillages.
Dans ce cas, il semble que l'effet di aux précipitations se répercute sur
plusieurs mois, conséquence certainement dfﬁﬁéifplds’?grandeigrési§tap¢§;3q¢§;¢3M
(gﬁreptOCOques?fécauxr:Les germes seraient alors des indicateurs d'une pollution

fécale plus ancienne.

IV - liecherche des salmonelles.

Contrairement au dénombrement des germes tests de la contamination
. fécale, pour lesquels les analyses ont été effectuées sur chacun des 33 prélé-

vements mensuels, ;la’réchérche’des. salmonelles:s'est™effectuée sur. 2 stations' s
5oy AR T LT G RTINS RS 3 -on

<choisies . parmi  les:plus. contaminées”en coliformes fécaux et streptocoques

fécaux.

£

A T R SR T AL X

. P, o fd B e s e 32 oy
Malgre cela, hnous;;n'avonsﬁ»paS»ntrouve,;dedwsggmonelles,faans3:aucune;Jde§,

£ 23"recnerches’éeffectuées:




-23 -

CONCLUSIORNS

L'étude de la pollution bactérienne des moules et des coques sur

le 1littoral Nord/Pas-de-Calais nous aura permis de constater la ,mauvaise ow

.4Qualitéibactériologique” des"coquillages# et, par conséquent, de l'eau dans

laquelle ils vivent.

La ,moyenne”’de lfensemble des analyses de,.coliformesfécauxeffectuées
P Pl ) ém,. @ A8

sur les coquillages approche les? 6''000  germes’ soit’ prés..de./20.fois. pluss

&qqe"‘j}gj__npr'x‘ngj)d_g*.f_’hfsalubrjité;uexigég}/ Heureusement, la présence de germes. patho-.

,genes’ (salmonelles). est assez. rare!

~

Les §ecteur‘s:ﬁjles;:iplus;;.touché)s sont localisés au niveau des jbaies :de~

.f*S'é?ﬁﬁ'e, d'Authie?’mais surtout de (Canche et dans les secteurs d!Ambleteuse”

o
o

o

”}1

efw

Lo
;o
L

4

s

a, JEquihen”et Sangatte. Il n‘existe ras, A proprement parlé, de zone exempte

de contamination. Les ‘.,euls secteurs acceptables sont: ceux d‘Audmghen et,

Lult?

& un degré moindre, d'.

Les résultats de cette étude sur 1 an sont confirmés par les analyses
qu'effectue 1'I.S.T.P.M. chaque année dans le cadre de sa mission de contréle
de laz salubrité des coquillages et qui ont déja conduit au clgssement jlgga\iﬁgreuua/
deTLe Portel”(partic) et des bdies~de;Canche;;d'futhie ét de.Somme™ D'autres

zones sont en cours de classement insalubre : le 1ittoral’ boulonnais ®du @

:CapyBlanc-Nez: & Equihens

L'état™derr pollution bacterlenne au "littoral /de Dunkerque & Ault LE3Y

S N o o iy Ko e i By SO

‘ dong ™ grave]et il est nécessaire, A court terme, de réduire cette pollution

| O g e e———

jen ='attequant a son origine.

Liactivité conchylicole dans notre région est trés liée aux problémes
de pollution bactérienne. vSi on veut conserver cette activité ou méme la
développer, c'est sur les secteurs mytilicoles qu'il faudra en premier porter
l'effort d'assainissement. Faute de réduire rapidement les sources de pollution

de l'eau, ce sont les coquillages.eux-mémes qu'il faudra épurer§




1 - Norme AFNOR de dénombrement des coliformes fécaux dans

ANNEXES

les eaux conchylicoles et dans les coquillages marins vivants

Résultats d'analyses :

Dénombrement des coliformes totaux

£
]

Dénombrement des coliformes fécaux

Dénombrement des streptocoques fécaux

o o o
!

Recherche des salmonelles

3 - Cartes des quantités de coliformes fécaux

4 « Arrété Interministériel du 12 octobre 1976

fixant les normes de salubrité des zones conchylicoles
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PRODUITS DE LA PECHE

DENOMBREMENT DES COLIFORMES FECAUX
DANS LES EAUX CONCHYLICOLES

HOMOLOGUEE
ET DANS LES COQUILLAGES MARINS VIVANTS

AVANT-PROPOS

La méthode décrite dans la présente norme peut étre adoptée comme méthode de référence et
s'étendre 3 l'ensemble des laboratoires appelés & faire des recherches similaires. Elle a été
simplifiée au mieux pour ne pas multiplier le nombre d'analyses, sans en réduire cependant sa

fidélité. '

La technique de numération en milieu liquide (méthode du nombre le plus probable - NPP) a été
préférée car elle permet de révéler, pour le travail ordinaire, des quantités de micro-organismes
comprises dans une gamme plus étendue que la technique sur milieu solide. De plus, la facilité
de préparation et d’utilisation des milieux compense 'imprécision statistique des résultats.

En raison du caractére particulier des produits concernés, les normes de Directives générales (1)
ne sont pas applicables.

1 OBJET ET DOMAINE D°APPLICATION

La présente norme décrit une méthode de dénombrement des coliformes fécaux considérés
comme micro-organismes tests de salubrité dans les eaux conchylicoles et les coquillages marins
vivants.

(1) NF v 08-016 Directives générales pour le dénombrement des coliformes — Teé:hnidue
du nombre le plus probable aprés incubation & 30 °C.

NF V 08-017 ' Directives générales pour le dénombrement des coliformes fécaux et
_Escherichia coli.

Homologuée par arrété
du 1981-05-11
(J.0. 1981-05-16)
effet le 1981-06-11

N\ N
N Soma SV
\ ~¢

¢ afnor 1981
Droits de reproduction
et de traduction réservés
pour tous pays

afnor 81130

NF V:45-110

1er tirage 81-05

Fish products — Enumeration of faecal coliforms in conchologncal waters and in living shell fishes
Fischereierzeugnisse — Zahlung von coliformen Fakalkeimen in Muschelgewassern

und in lebenden Seemuscheln -
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2 DEFINITIONS

Pour les besoins de la présente norme, les définitions suivantes sont applicables :

Coliformes fécaux (1) : coliformes thermotolérants, qui, & la température de 44 °C fermentent le lactose avec
production de gaz et donnent de l'indole a partir du tryptophane.

Eaux conchylicoles : eaux marines ou saumatres permettant la vie et la croissance de coquillages {mollusques
bivalves et gastéropodes) destinés a la consommation directe par I'homme,

I 3 PRINCIPE

3.1 Ensemencement de trois tubes (2) contenant un milieu sélectif liquide a triple concentration avec une
I quantité déterminée de I’'échantillon pour essai (eau conchylicole, ou, dans le cas des coquillages, suspension
au 1/3). ‘

3.2 Dans les mémes conditions, ensemencement de dilutions décimales de concentrations appropriées,
I obtenues a partir de I'échantilion pour essai.

I 3.3 Incubation de trois séries de tubes de dilutions appropriées 8 37 °C pendant 48 h.

3.4 A ertir de chaque cube de milieu sélectif ol est observé un dégagement gazeux (tubes lactose +), ou
douteux, subcultures dans un tube contenant un milieu sélectif liquide simple concentration etdans un tube
contenant de I'eau peptonée, puis incubation & 44 °C pendant 24 h.

3.5 Calcul du nombre de coliformes fécaux dans 100 mi d’eau conchylicole ou de chair de coquillage par
la méthode NPP, & partir du nombre de tubes (3.4) dontles repiquages ontdonné a la fois une production de gaz
dans le milieu sé'ectif et une production d’indole dans I'eau peptonée,

l 4.1 COMPOSANTS DE BASE

4 MILIEUX DE CULTURE, DILUANT ET REACTIFS

8

Pour améliorer la fidélité des résutté’g\\\s,\,\if“e\ét,'fécommandé d'utiliser, pour la préparation des milieux, des
' composants de base déshydratés ou des milieux complets déshydratés. Les prescriptions du fabricant doivent
étre suivies scrupuleusement.

l Les produits chimiques utilisés doivent étre de qualité analytique.

L'eau utilisée doit étre de I'eau distillée ou déminéralisée, exempte de substances susceptibles d’inhiber la
croissance des micro-organismes dans les conditions de I'essai.

Si les milieux et le diluant ne sont pas utilisés extemporanément, ils doivent étre conservés a I’'obscurité entre

0 et + 5°C pendant 1 mois au maximum, dans des conditions évitant toute modification de leur composition.

’

~
.

(1) Les mollusques exigeant des conditions bien spécifiques, il convient d'étre plus restrictif que pour
d‘autres produits, aussi le terme de Coliformes fécaux désigne dans la présente norme des micro-
erganismes dénommés dans d‘autres documents « Escherichia coli présumés ».

demandée, il est nécessaire d’ensemencer des séries de cing tubes en utilisant le’méme mode

|/2) Pour les produits faiblement pollués et chaque fois qu'une plus grande précision des résultats estv
opératoire. N
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4.2 DILUANT o

Eausalée 3 1%

Composition ‘
10g

- chlorure de sadium (NaCl)
\ n's w o, "
. eau S 1 000 mi

Préparation

Répartir les quantités d'eau salée nécessaires pour |'analyse dans des flacons de capacités appropriées.
Stériliser & I'autoclave 3 121 °C = 1 °C pendant 15 min. .

4.3 REACTIF POUR LA RECHERCHE DE L INDOLE (réactif de Kovacs)

Composition

p-diméthylaminobenzaldéhyde o / 50g
alcool amylique 75,0 ml
25,0 mi

acide chlorhydrique (p2°1,1 8a1,19¢g/ml)

. Préparation

Dissoudre |'aldéhyde dans I'alcoo! en chauffant doucement au bain d’eau (environ 50 2 55 °C),
Refroidir et ajouter I'acide goutte a goutte en remuant constamment.

Mettre a I'abri de la lumiére et conserver en flacon bouché émeri & 4 °C environ.

Le réactif doit étre jaune clair a brun clair.

4.4 BOUILLON LACTOSE BILIE AU VERT BRILLANT {milieu sélectif)

Composition

a) b)
Milieu simple Milieu triple
concentration concentration
peptone 100g 30,0g
lactose 100¢g 30,0g
bile de beeuf déshydratée 200¢g 60,0g
Vert brillant 0,0133¢ - 0,0399g
eau 1 000 mi 1 000 ml

Préparation

Dissoudre dans |'eau les composants ou le milieu complet déshydraté en chauffant modérément, jusqu'a
ébullition, le cas échéant.

Si nécessaire, ajuster le pH (en controlant au pH- métre) de sorte qu’aprés stérilisation il soit de 7,3 £+ 0,1
a 25 °C.

Répartir le milieu simple concentration par quantltés de 10 ml et le milieu triple concentration par quantités
de 5 ml, dans des tubes a essais a vis de 20 mm X 200 mm contenant des cloches de Durham.

Stériliser a I'autoclave 3 121 °C £ 1 °C (1) pendant 15 min.

Les cloches de Durham ne doivent pas contenir de bulles d‘air aprés stérilisation.

Etant donné que le milieu complet ne donne pas toujours les résultats attendus il est recommandé de
contrbler ses propriétés avant utilisation.

Note :

(1} Cette température est celle hab:tuellement utilisée. Toutefms, elle peut étre abarssée Iorsqu 9y a
présence de sucres.
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4.5 EAU PEPTONEE

" Composition

beptone 100g
chlorure de sodium (NaCl) ' ' 50g
eau ‘ 1 000 ml

_Préparation

Dissoudre les composants dans |'eau en portant a ébullition, le cas échéant.

Si nécessaire, ajuster le pH (en contrdlant au pH-meétre) de telle sorte qu'aprés stérilisation il soitde 7,1 + 0.1
a 25 °C.

Répartir les quantités d’eau peptonée nécessaires pour l'examen dans des tubes 3 essais 3 vis de
20 mm X 200 mm a raison de 10 ml par tube.

Stériliser a ['autoclave a 121 °C + 1 °C pendant 15 min.

5 APPAREILLAGE ET VERRERIE
Matérief courant de laboratoire de microbiologie, et notamment :

5.1 Appareils pour la stérilisation en chaleur séche (four) ou en chaleur humide (.autoclave)

Le materiel en contact avec les milieux, le diluant et I'échantillon, sauf s'il est livré stérile (particuliérement
celui en matiére plastique), doit étre stérilisé :

— soit au four en le maintenant 3 une température comprise entre 170 et 175 °C pendant au moins 1 h.
— soit & I'autoclave en le maintenant & une température de 121 °C + 1 °C pendant au moins 20 min.

5.2 Broyeur-homogénéisateur mécanique, dont la vitesse de rotation permet d’obtenir 15 000 tours par
minrut2 et équipé de bois stérilisables de 0,5 | de capacité (1). ‘

5.3 Etuve réglée 3 37°C £ 1°C.

5.4 Bain d’eau (2) réglé a 44 °C £ 0,2 °C.

5.6 Anse bouclée en platine iridié ou en nickel-chrome, de diamétrg environ 3 mm.
5.7 Tubes de culture (20 mm X 200 mm) & vis et fioles de capacités appropriées.
5.8 Eprouvette graduée de 100 ml ou plus. ’

5.8 Pipettes graduées étalonnées spécialement a I'usage bactériologique et de capacité nominale :
— 1 ml, graduées en 0,1 ml, a3 large ouverture
— 10 ml, graduées en 0,1 ml.

5.10 Flacons de 250 ml, bouchés émeri.

5.11 Flacons de dimensions appropriées, munis d’un fil lesté (par exemple flacons é vis de 250 ml).

5.12 Cloches de Durham de dimensions appropriées en vue de leur utilisation dans des tubes de

20 mm X 200 mm. ‘

(1) Par exemple, un broyeur Waring Blendor LB, convient.

(2) Il est souhaitable que le bain d’eau soit muni d’un thermométre & contact ou d’un systéme a circulation
d’eau.

\

e g — - — " mp— g g—— S
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5.13 MATERIEL DIVERS :

— Petits sacs en plastique étanches et résistants.

— Coffret isotherme.

— Instruments permettant I'ouverture des coquillages.

— Ciseaux pour couper le byssus de certains coqunllages./
— Petite brosse.

6 ECHANTILLONNAGE

La quantité d'échantillons pour laboratoire doit étre suffisante pour les besoins de l‘analyse.

6.1 PRELEVEMENT

6.1.1 Eaux conchylicoles

Effectuer les prélévements d'eau de mer dans des conditions d'asepsie maximale & I'aide de flacons
appropriés (5.11).

6.1.2 Coquillages
‘la quantité de produit brut prélevé doit étre au moins égale a 500 g et le nombre d'individus retenus jamais

inférieur 3 cing.

Placer les coquillages prélevés dans des petits sacs en plastique étanches et résistants. L'usage unique de ces
sacs est recommandé.

6.2 ACHEMINEMENT DES ECHANTILLONS

Dans la mesure du possible, les échantillons doivent étre transportés en coffret isotherme, dont la température
ne doit pas dépasser 15 °C ; utiliser des accumulateurs de froid, si nécessaire.

A r'arrivée au laboratoire, entreposer les échantullons 4 une température voisine de 6 °C + 2 °C

Commencer I'analyse dans les delals les plus brefs ; le délai entre le prélévement 3 I'analyse ne doit pas
excéder 24 h pour les eaux conchylicoles.

7 PREPARATION DE L'ECHANTILLON POUR ESSAI

- 7.1 EAUX CONCHYLICOLES

7.1.1 Remettre en suspension, par agitation vigoureuse (10 fois) du flacon bouché et renversé.

7.1.2 Homogénéiser 'échantillon par aspirations et refoulements successifs a la pipette (5.9).

7.2 COQUILLAGES

7.2.1 L'analyse des coquillages doit porter sur un nombre d’individus tel que le volume minimal de chair,
soumis a l'analyse, soit d’environ 25 4 50 ml.

Note : Il est bon de disposer de quelques individus en surnombre de fagon a remplacer les coquillages
endommagés.

-7.2.2 lLaver et brosser chaque coquillage sous courant d’eau du robinet, en insistant au niveau de la

charniére ou du point d'ouverture.

7.2.3 Egoutter et aseptiser le point d’ouverture par exposition bréve a la flamme.
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7.2.4 Ouvrir la coquille 3 I'aide d'instruments stérilisés par flambage A I'éthanol (1). Pratiquer I’'ouverture @
des coquillages de facon aseptique par des procédés simples et sans risque de blessure pour le manipulateur.

S'il y a présence d’un byssus, le couper aux ciseaux avant ouverture, mais ne pas l'arracher,

7.2.5 Au fur et 3 mesure des ouvertures successives, recueillir les eaux intervalvaires dans un récipient
stérile. Les coquillages ayant perdu |'eau untervalvaure peuvent étre utilisés s’ils sont encore vivants au
moment de l'ouverture.

7.2.6 Introduire la chair des coquillages dans une éprouvette graduée stérile de 100 m! ou plus (5.8), dans
laguelle on aura placé au préalable 20 m! de diluant {(4.2), afin de déterminer le volume de la chair par dépla-
cement d'eau.

7.2.7 Ajouter dans I'éprouvette I’'eau intervalvaire préalablement recueitlie et compléter le mélange avec
le diluant (4.2) jusqu’a un volume total triple du volume de chair mesuré en 7.2.6.

7.2.8 Verser le contenu de lI'éprouvette dans un bol stérile du broyeur-homogénéisateur (5.2) ol sera
effectué le broyage.

7.2.9 Procéder au broyage pendant 30 s, en réglant la vitesse de rotation de l'appareil de facon a obtenir .
environ 15 000 tours par minute, '
On obtient ainsi une suspension au 1/3.

8 MODE OPERATOIRE

8.1 PRISE D'ESSAI

Prélever I'échantillon pour essai immédiatement aprés agitation-homogénéisation (voir 7.1.2), ou broyage
{7.2.9) selon le cas. La pipette servant & homogénéiser I'échantillon peut étre utilisée pour ensemencer
directement la premiére série de tubes et pour préparer 1a premiére dilution.

8.2 DILUTION AU 1/10, soit 107\ (2) _

’\\‘M !’ .

Prendre 5 ml de I'échantillon pou> edsai (voir 7.1.2 ou 7.2. 9) et les introduire dans 45 ml de diluant (4.2). S

Homogénéiser avec une nouvelle pipette stérile.

8.3 DILUTION AU 1/100, soit 1072
Prendre, 3 I'aide de la pipette ayant servi 8 homogénéiser la dilution précédente, 5 ml de cette solution et
I'introduire dans 45 ml de diluant (4.2). , o
Aprés homogénéisation, on obtient 50 ml d’une solution au 1/100.

.
8.4 DILUTIONS SUIVANTES
Si nécessaire, préparer de méme les dilutions 1073, 104, 1075, .

Effectuer un nombre de dilutions suffisant pour que les tubes de la dermére dilution aient toute chance d'étre
tous négatifs.

(1) L'alcool & braler du commerce convient trés bien. : ‘ ' CD

(2)  Pour les coquillages, il s’agit de dilutions au 1/10, d'une suspension au 1/3 (voir 7.2.9), méme remarque
pour les dilutions suivantes.
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8.5.1 Prendre trois tubes de milieu sélectif a triple concentration (4.4.b). Transférer dans chacun des tubes
10 ml de V'échantilion pour essai (7.1 ou 7.2 selon le cas).

8.5.2 Prendre ensuite trois autres tubes de milieu sélectif a triple concentration (4.4.b) et transférer dans
chacun des tubes 10 mi de 1a djlution suivante.

8.5.3 Opérer de méme pour les dilutions suivantes.

8.5.4 Choisir trois dilutions successives en fonction de la richesse présumée en micro-organismes, par
exemple : 1 — 10" — 102 ou 10°% — 104 — 105,

Note : On envisage ici la combinaison : 3 tubes pour chacune des trois séries. Pour les produits faiblement
pollués et a chaque fois qu’'une plus grande précision des résultats est demandée, il est nécessaire
d'ensemencer des séries de cing tubes en utilisant le méme mode opératoire.

8.6 INCUBATION
C;) Faire incuber les trois séries de tubes ensemencés (8.5.4) & I'étuve (5.3), 8 37°C+ 1 cCpendant 48 h = 2 h.

 Noter pour chaque série, le nombre de tubes lactose positif, c’est-a-dire présentant un dégagement gazeux
trés net (1/10 du volume total de la cloche de Durham).

8.7 REPIQUAGE

8.7.1 A partir de chaque tube (8.6) ensemencer avec une anse bouclée (5.6) dans un tube de milieu sélectif

I ’ simple concentration (4.4.a) et dans un tube d’eau peptonée (4.5).

8.7.2 Faire incuber les tubes (8.7.1) pendant 24 h dans un bain d’eau (5.4) réglé 3 44 °C £ 0,2 °C.~

8.8 EXAMEN DES TUBES .

8.8.1 Production de gaz

Examiner les tubes incubés contenant le milieu sélectif & simple concentration (8.7.1).

Compter comme positif les tubes présentant un dégagement gazeux (1/10 du volume total de la cloche de
f:) Durham). .

8.8.2 Production d’indole

Ajouter, dans chaque tube incubé contenant I'eau peptonée (8.7.1), 0,5 ml de réactif pour la recherche de
I'indole (4.3). Mélanger et examiner. Une couleur rouge cerise indique la présence d’indole.

8.9 INTERPRETATION

On admet qu’il y a présence de coliformes fécaux lorsqu’il y a simultanément production de gaz (8.8.1) et
présence d’indole (8.8.2).

9 EXPRESSION DES RESULTATS

Pour chaque échantillon, exprimer le résultat par le hombre le plus probable (NPP) de coliformes fécaux
contenus dans 100 ml d’eau conchylicole ou de chair de coquillage.

O — Si tous les tubes sont négatifs, le nombre NPP minimal sera précédé du signe :<
— Si tous les tubes sont positifs, le nombre NPP maximal sera précédé du signe : >
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9.1 DETERMINATION DU COEFFICIENT NPP : R . I

Noter le nombre de tubes positifs dans chacune des trois séries consécutives de dilutions retenues (8.5.4), afm
d’'obtenir un nombre caractéristique A trois chiffres, dont.:

— le chiffre des centaines correspond au nombre de tubes positifs de la dilution la plus faible ;
— celui des dizaines a la dilution intermédiaire ;
— celui des unités 3 la dilution la plus grande.

Se reporter a la table dressée en Annexe 1 pour déterminer I'indice NPP de la culture, ¢’est-a-dire la quantité.
moyenne de micro-organismes contenue dans chaque tube de 13 série la plus concentrée.

9.2 MODE DE CALCUL"

Par exemple, pour 3 dilutions successives retenues : 10°3 1074 1075
Si le nombre de tubes positifs pour chacune des trois séries est : 2 0 0
Indice NPP (voir table, annexe 1) : ' 0.9

L'indice 0,9 signifie que dans chaque tube contenant 10 mi de dilution 1073, on a introduit en moyenne 0,9
micro-organisme.

9.2.1 Cas des eaux conchylicoles
Dans 100 ml d’eau, il y a donc en moyenne :

0,9 X 100
———— =9X103 germes(1)

10.1073

9.2.2 Cas des coquillages
Multupher par 3 le résultat obtenu pour tenir compte de la dilution effectuée en 7.2.7.
Dans 100 m! de chair de coqunllage || yadonc:9 X 103 X 3 germes {1).

9.2.3 Tables

" Afin d'éviter les calculs, des tables ont été dressées permettant de lire directement le nombre moyen de micro-

organismes contenus dans 100 ml de Nqunde analysé pour des ensemencements de 3séries de 3tubes avecla
pnncupale combinaison utilisée (1le T m! 0.1 ml — voir annexe 2).

9.2.4 Cas particuliers
Pour des ensemencements de 3 séries de 5 tubes (voir note en 8.5), se reporter & 1a table de I'annexe 3.

10 FIDELITE DE LA METHODE

Il est rappelé que le nombre calculé est seulement le nombre le plus probable, aussi les résultats obtenus
selon cette méthode doivent étre utilisés avec prudence. - /

/

11 PROCES- VERBAL D'ESSAI

Le procés-verbal d'essai doit indiquer la méthode utnllsée et les résultats obtenus. Il doit, en outre, mentionner
tous les détails opératoires non prévus dans la présente norme, ou facultatifs, ainsi que les incidents éventuels
susceptibles d’avoir agi sur les résultats.

Le procés-verbal d’essai dont donner tous les renseignements nécessaures a l'identification compléte de
1 echanullon

(1) Exprimer le résultat par un ch/ffre compris entre 1,0 et 9,9 multiplié par 10" n étant la puissance
" appropriée de 10.
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ANNEXE 1
TABLE POUR LA DETERMINATION DE L'INDICE NPP
A PARTIR DU NOMBRE CARACTERISTIQUE

Nombre caractéristique Nombre caractéristique

Indice NPP Indice NPP
1 ere zeme 3eme 1 ere Zeme 3erne
0 0 0 — 2 0 0 0,9
0 0 1 0.3 2 0 1 1.4
0 0 2 0.6 2 0 2 2,0
0 0 3 0.9 2 0 3 2,6
0 1 0 0,3 2 1 0 1.5
0 1 1 0,6 2 1 1 2,0
0 1 P2 0,9 2 1 2 2,7
0 1 - 3 1,2 2 1 3 3.4
0 2 0 0,6 2 2 0 2,1
0 2 T 0,9 2 2 1 2,6
0 2 \2 - 1,2 2 2 2 3,5
0. 2 \\:\’5\3‘%.4‘" : 1,6 2 2 3 4,4
0 3 0 0,9 2 3 0 2,9
0 3 1 1,3 2 3 1 3,6
0 3 2 1.6 2 3 2 4,4
) 3 3 1,9 2 3 3 53 -
1 0 0 04 3 0 0 2,3
1 0 1 0,7 3 0 1 3,9
1 0 -2 1,1 3 0 2 6.4
1 0 3 15 /3 0 3 9,5
1 1 0 07 3 1 0 4,3
1 1 1 1.1 3 1 1 7.5
1 1 2 1.5 3 1 2 12
1 1 3 1.9 3 1 3 16
1 2 o 1.1 3 2 0 93
1 2 1 1.5 3 2 1" 15
1 2 2 2,0 3 2 2 21
1 2 '3 2,4 3 2 3 "29-
1 3. 0 1.6 3 3 0 24
1 3 1 2,0 3 3 1 46
1 3 2 2.4 3 3 2 - 110 -
1 3 3 3 3 3 > 110

29
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ANNEXE 2

F I I T e B R S

SYSTEME D’ENSEMENCEMENT A 3 TUBES

Nombre le plus probable de micro-organismes dans 100 mi d‘eau conchylicole

{Combinaison : 10 ml — 1 mi - 0,1 mi)

Nombre Nombre ‘Nombre Nombre
de tubes + de tubes + de tubes + . de tubes + :
NPP NPP NPP NPP

10 1 0.1 10 1 0.1 10 1 0.1 ‘ 10 1 0.1

ml | mi ml m | ml | mi ml | ml | ml mi | ml | ml

0 (0] 0o 1 0 0 3,6 2 o 0 9,1 3 o 0 23
0 0 1 3 1 o 1 7.2 2 0 1 14 3 0 1 39
0 0 2 6 1 0| 2 1 2 0 2 20 3 0 2 64
0 0 3 9 1 0 3 15 2 0 3 26 3 o 3 95
0 1 0 3 L R I ¢ 7.3 2 1 0 15 3 1 0 ~. 43
0 1 1 6,1 1 1 1 11 2 1 1 20 3 1 1 75
0 1 2 9,2 1 1 2 15 2 1 2 27 3 1 2 120
0 1 3 12 1 1 3 19 2 1 3 34 3 1 3 160
0 2 0 6,2 | 1 2 (0] 11 2 2 0 21 3 2 0 93
0 2 1 93 |1 2 1 15 2 2 1 28 3 2 1 160
0 2 2 12 1 2 2 20 2 2 2 35 3 2 2 210
o |2 3 16 1 2 3 24 2 2 3 42 3 2 3 290
0 3 o} 9,4 1 3 0] 16 2 3 0 29 3 3 0 240
0 3 1 13 1 3 1 20 2 3 1 36 3 3 1 460
0 3 2 16 1 3 2 24 2 3 2 44 3 3 2 1100
0 3 3 19 1 3 3 29 2 3 3 53 3 3 3 |> 1100

Nombre le plus probable de micro-organismes dans 100 ml de chair de coquillages
{Combinaison choisie : 10 ml — 1 ml — 0,1 ml)

0 0 0 1 0] 0 10,8 210 0o 273} 3 0 0 69
ol o | 1] g0l 1| oNwayl216| 20|14 |3)]o0fn1 117
ol o| 2180 1Yo 2533 | 20|26 |3|o]|2]| 19
0 0 3 27,0 1 0 | 3 45 2 0O | 3 78 3 0 3 285
0] 1 0 9,0 1 1 0 21,9 2 1 0 45 3 1 0 129
(o) 1 1 18,3 1 1 1 33 2 1 1 60 3 1 1 225
0 1 2 27,6 1 1 2 45 2 1 2 81 3 1 2 360
0 1 3 36 1 1 3 57 2 1 3 102 3 1 3 480
0| 2 0 | 186 1 2 0 33 2 2 0 63 3 2 0 279
0 2 1 27,9 1 2 1 45 2 2 1 84 3 2 11 450
0 2 2 36 1 2 2 60 2 2 2 105 3 2 2 630
0 2 3 48 1 2 3 72 2 |72 |/3 126 3 2 3 870
0 3 1.0 28,2 1 3 0 48 2 3 o] 87 3 3 0 720
0 3 1 39 1 3 1 | 60 2 3 1 108 - 3 3 1 1380
0 3 2 48 1 3 2 72 2 3 2 132 3 3 2 3300}
0] 3 3.} 57 1 3 3 87 2 3 3 | 159 3 3 3 |> 3300

EY
5N
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I C} ANNEXE 3
SYSTEME D'ENSEMENCEMENT A 5 TUBES
l "Nombre le plus probable de micro-organismes dans 100 ml d’eau conchylicole
et intervalle de confiance
I Nombre de tubes Limites de confiance
. donnant une réaction positive sur aods %
NPP
6 tubes 5 tubes 5 tubes Limite Limite
I de 10 ml de 1 ml de 0,1 ml inférieure supérieure
0 0 1 2 < 05 7
' 0 1 0 2 <05 7
0 2 0 4 < 05 11
1 0 0 2 < 05 7
1 0 1 4 < 0,5 11
I 1 1 0 4 < 0,5 11
@ 1 1 1 6 <05 15
1 2 0 6 < 0,5 15
2 0 0 5 0,5 13
l 2 0 1 7 1 17
2 1 0 7 1 17
2 1 1 9 2 21
2 2 0] 9 2 21
2 3 (0] 12 3 28
- 3 0 0 8 1 19
3 0 1 1 2 25
I 3 1 0 11 2 25
3 1 1 14 4 34
3 2 0] 14 4 - 34
3, 2 1 17 5 46
' 3 .3 0 17 5 46
4 0 0 13 3 31
4 0 1 17 5 46
.4 1 0 17 5 46
I 4 1 1 21 7 63
4 1 2 26 9 78
4 2 -0 .22 7 67-
Py 4 2 1 . 26 9 78
st 4 3 0 27 9 80
4 3 1 33 1 93
4 4 Y 34 12 96
I 5 0 0 23 7 70
5 0 1 31 11 89
5 , 0 2 43 15 114
5 1 0 33 1 93
l S 1 1 46 16 120
5 1 2 63 21 154
5 2 0 49 17 126
5 2 1 70 23 168
I 5 2 2 94 28 219
5 3 0 79 25 187
5 3 1 109 31 253
5 3 2 141 37 343
5 3 3 175 44 503
5 4 0 130 35 302
5 4 1 172 43 486
I 5 4 2 221 57 698
5 4 3 278 90 849
5 4 4 345 117 299
; 5 -5 0 240 66 754
I 5 5 1 348 118 1 005
5 5 2 542 180 1 045
' 5 5 , 3 918 303 3 222
I 5 “\’5/%\\7 4 1 609 635 5 805
) AV A
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B v ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
1 3 27 5 420 5 - 5 33 000 3 1290 3 13 800 f 13 800 f 2 790 5 33 000 3 - 3 690 - 3 - 3 12 349 3
\ 3 28 5 3 600 ! 33 000 !+33 000 !+33 000 1+33 000 3+33 000 3+72 000 ! 33 000 } 33 000 5 13 800 1472 000 5+72 000 : 38 700 3
5 29 5 450 5 2 250 5 4 500 ! 2 790 5 273 1 2 190 5 2 790 f 2 790 3 2 250 3 690 5 2 790 §+72 000 f 8 030 f

. 1l 1)

'3 0! 2790 ! 1290 ! 273! 690 ! 0! 120! 90! 120! 690! 108! 2 250! 82y !

! ' ' ! ! ! ! ! ' ' ! ! ! T !
P31 ro2790 ! 12901 1290 ! 690 ! 108! 1290! 1290 4500 2250 : 108‘5 27901 1290% 164!
132t 690! 690 ! 1081 120! 120! » 790 o 170 oy 290 ! 690 : 3 600 rog 290 ' 290 ! 1 349 !
o z : o ! ! S ! ! ! : : ! !
' 33 ¢ 108! 273! 1290! 129! 108! 108! 273! o' 213! 273' 108:% 630 394 ¢

! ! ! ! J ! ! ! ! ! ! ! ! ! !

' Moyenne ! 1695 ! 5 443! 7518! 2012} 24841 3 K211 13 288 ‘5362 bori! 25187 3736 P19 957! 5850 °

! ! ! : } : ; : : 2 : : : : z

CENOMBREMENT DES COLIFORMES FECAUX




' *
'

| 14 [} [ t t ] [ ] N 1 1 ] | 4 1 [}
! Station! Avril ! Mai ! Juin ! Juillet! Aout !Septembré Octobre!Novembre!Décembre! Janvier! Février! Mars ! Moyenne !
! n° ! 82 ! ! ! ! ! ! ! ! ! 83 ! ! ! '
! ! ! R ! ! ' ! ! ! ! i ’ ! ! !
! 1t 2 250! - 630 ! 108 ! 108 ! 450 ! 690 ! 600 ' 1290t 2790 ! 1290 ! 630 ! 985 1
! ! ! ! ! ! ! g ! ! ! ! ! ! '
! 2 273! 450 ! 7 200! 7 200! 2 790 ! 0! 1290 !1380°! 1320 ! 7 200" 186 ' 2750 ! 3708
! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
! ! . 0! 108 ! 13 800 ! 330 ! 330 ! 690 ! - ! - - - ! 450 ! 219 ' 1991 !
! ! ! ! ! ! ! ! o ! ! ! ! ! !
! y ! 690! 108 ! 108 ! 273 ! 1 290 ! 273 ! 450 ! 420 ! 450 ' 2 790 ! 273 ! - 648 1
! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
! 5 - ! - ! 108 ! - 690 ! 273 ! - ' 2790 - - - ! - 965 1!
! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
! 5 - ! - ! 0,108 ! - 133000 690 ! - ! 13 800! 330 ! ~ Y 2790 ! - ! T72i5 !
! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
! 7 ! 273! 108 ! 90 ! - ! 690! 0! 690 ! 870 ! 450 ! 4 500 ! 1 290 ! - ! 896 !
! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
H 8 ! 1 290! - 113 800! 450 ¢ 108 ! 0! 108 ! 330 ! 330 ! 690 ! 7 200! 4 500! 2637!
! ! ! ! v ! ' ! ! ! ! ! ! ! !
19 1 - - ! 7200°! 219 ! 450 ! 108 ! 273 ! 279 ! 282 ' 2790 2790 T200°' 2159 !
! ! ! ! ! ! ! 1 ! ! ! ! 3. ! !
!10 ! 1290 273 ! 450 ! 0! 1070! 690! 219 ! 33000 ' 450 ! T 200 ' 2 790 f 7 200 f 4 553 f
. ! ' ! ! ' ! ! ! ! ! ! ! - ! 1
N L 273! 1290 ! 1290 ! 108 ! 219 ! 690 ! 273 ' T 200 ¢ 2 790 5 1290 ¢ T 200 5 7200 ! 2485 i
[ ] ] \ 1 1 ] | 14 4 t ! M ! 4 ! M
vo12 ! 273! 690 ! 690 ! 2 790 ! 1 290 ! 219 ! 1290 ' 7 200! 183 '+72 000 * 219 ' 2790 ' 7 u469.°!
' ! ! ' ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
to13 273! 630 ! 108 ! 0! 36! 2790 '+72 000! 4 500! 1080 ! 12%0! 40! 4500°! 7 305°!
! ! ! ! ! ! ! : ! ! B ! . ! ‘ !
(N PO 450! 1 290 ! - ! 1290! 186 ! 13 800 ! 2 790 ! 13 800 ! 840 ! 2790 ' 108! 2790 ! 3 649 !
! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ; ! ! ! !
!o15 o 273 ! 0! 0! 108 ! 108 ! 7 200! 690 ! 273! 7200! - ' 13800! 2695
! ! ! ! ot ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
't 16 ! ot 273 ! 0! 0! 216 ¢ 0! 7 200! 330 ! 219 ! 7 200! - ! 13800! 2658
! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
t 17 ! 0! 273 ! 0! 108 ! 450 ! 0 ! 33 000! 219 ! - ! 13 800! - ! 13800°! 6 165!
! ! ! ! ! !t ! ! ! ! ! ! ! ! Y
18 0r 690 ! 108 ! 108 ! 273 ! o! 6300 ! 273 ! 360 ‘+72 000 ! - ' 1380°' 8537
! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ' ! ! !
5 19 ; 2735 1290 ! 0! 1290 2790 ! 0:13800 % 1080 ! 720! 720! 1290} 33000°! 5768°
t 20 ! 273! 690 ! 2731 108 ! 2250 ! 108 ! 330 ‘1290 113800 ! 1320 !13800 % 7200 3453°
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! Station! Avril ! Mai ! Juin ! Juillet! Aolt !Septembré Octobre!Novembre!Décembre! Janvier! Février! Mars ! Moyenne !
! " n° ! 82 ! ‘ L ! o ! ! ! ! ! 83 ! ! ! !
! $ ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
v 21 ! 108t 840 ! 690,0 ! 0! 1070,0! 108 ! 630 ! 108 ! 690 ' 33 000 ! 13 800! 7 200 ! 4 160 !
! 13 ! ! ! ! ! ! ! : ! ! ! ! !
! 22 ! 1 290! 108 ! 0! 0! 273 ! 0! 690 ! 690 ! - ! 4500! 270! 33 ¢C00! 3 640!
! ! ! ! ! ! ! ! ! H ! ! ! ! !
23 ! 273! 108 ! 630 ! b50 ¢ 1290 ! 1290 ! 7 200 !+72 000 !'+72 000 ! 7 200! - ! 33000! 17 767!
1 . (4 1 ? 1 1] ] 1 $ ¥ 1 1] 1 t t
!oo24 ! 3600! 273 ! T 200! 1290°! 630 ! 1290 ! 33 000 ! 1 290 !+72 000 ! 870 ! - ! 720! 11700 !
! ' ! ! ool ! ! ! ! ! ' ! ! ! !
! 25 ! +72 000! 273 ' 2 790 ! 273 ! 0! 450 ! 7 200 '+72 000 ! 13 800 ! 7 200! - H 7 200! 16 653 !
! ' ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
! 26 ! +T2 000! 330 ! 1 290! 90 ! 108 ¢ 7 200! 186 ¢ 7 200! - ! - ! - ! 6 300! 10 523!
! ! ! ! ! ' ! ! ! ! ! ! ! ! !
vo27 ! 273! - ! 2250 0! 0! 2 790! 273 ! 13 800 ! - ! 33 000! - ! - ! 6 548 !
! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! 1 ! !
: 28 E 13 8005 7 200 3 33 000 §+33 000 5+33 000 !+33 000 !+72 000 ! 72 000 !4+72 000 5 33 000 5+72 doe 5 33 000 5 42 250 !

! ! ! ! ! ! ! ! ! ! L ! ! !
ro29 ! 630! 2 790 ! 33 000 ! 7 200! 690 ! T 200 !472 000 ! 13 800 !'+72 000 ! 2 250 ! 690 ! T 200 ! 18 287 !
1] ] ? t t 1 t 1 ] 1 ] 1] 1] ' ]
' 30 ! 108! 1290 ! 2 250! 480 ! T 200! 870! 6300! 1170!' 4500 ! T 200! 690 ! 4 500 ! 3 0ub6 !
! ) ] 1 1 ] 1 1 t 1 1] 1 t 1 A
LY ! 330008 7200 ! T 200! 7 200! 0! 7 200 !+72 000 ! 13 800 !+72 000 ! 2 790 ! 4 500 ! 1290 ! 19 015 !
\ 1 1 L4 t 1 t ] | \] ¥ 1] ? ¥ 1
! 32 ! 690 7200 ! 2790 ! 7200 ! 13800 ! 2790 ! 8700 ! 13800 !33000 ! 6300°! 720! 279! 8855:
t ] [} t 1] ' 1 1] ' v 1 1 ) t 1
! 33 ! 1 290! 7200 ! 270! 8 700 ! 870 ! 840 ! 1170 ! 108 ! 2790 ! 690 ! 690 ! L4500 ! 2636 !
! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
! Moyenne! 6 988! 1601 ! 4171 ! 2675 ! 3156 ! 2603 ! 14308 ' 12007 ' 16541 ! 12 140 ! 6282 ! 10086 ! . T 314 !
1 ' 1 t 1 1] 1 | ] t 1 3 [} 1] ! !
! ! ! ! -} ! ! ! ! ! ! ! H ! !

DENOMBREMENT DES STREPTOCOQUES FECAUX
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Ambletezuse
(Le Platier)

Le Portel
(Fort de 1'Heurt)

Absence

! ! !
! : 4
! ! !
! : !
! ! !
Avril 62 ! Absence ! Absence !
] 1] 1
Mai 4 Absence i Absence !
1] - L] ]
Juin ! Absence ! Absence i
! (Enterobacter cloacoe) ! 1
1 ] ?
Juillet 4 Absence ! Absence- !
? ! (Enterobacter cloacoe) !
* ] ]
Aolt ! Absence ! Absence $
! ! (Klebsiella pneumoniae oxytoceca) !
| 1 ?
Septembre ! Absence ! Absence !
] ] 1
Octobre ! Absence ! Absence !
1 ] \
4 ! : !
! Libleteuse ! Le Portel !
! (Les Fascines) ! (Eieu de Cat) !
1 [} ’ (]
J ! !
Novembre ! Absence ! Absence !
! (Enterobacter cloacoe) ! !
1 ] \
Décembre ' Absence ! Absence !
3 1] T
Janvier 83 ! Absence ! Absence !
! (Shigella Dysenteriz) ! :
1} 1] 1
Février ! Absence § - !
1 ¥ ]
Mars ! ! Absence !
! z !
! ! !

RECHEHCHE DES SALMONELLES

(Entre parenthéses : identification par galerie API)
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ARR £TE INTERMI NISTERIEL

3
A B
DU 12 OCTOBRE 1976 . _PM.f.3 K
‘ ’ -10- 4
fixant les normes de salubrité ._7.6_.1_0.12_/.1_. £
des zones conchylicoles A insérer aprés
ges Eonice oAty 76-06-24/3
Pilce jointe : Une annexe technique.
s
L:. MINISTRE DE LA Santé, ) k ; .
| ¥ sr.cnt?uu p’Enar umu‘.s DU MINISTRE DE L’Eqmrtnw (TRrans. {
roars), : ‘ §
_ Vale décret du 20 ot 1939 (1), modifié par les décrets n® 481324 du P
25 200t 1348 (2) et n° 69-578 du 12 juin 1969 (3); ! ;
" Yu Pavis émis par le conseil supérieur d’hygi¢ne publique de France mb ,
cours de sa séance du 26 avnl 1976, |
Amatrene : \ . .
: . ARTICLE PREMIER. — La salubrité des esux conchylicoles est déter- v
minée sur la base d'isolement de germes tests de contamination fécale ;
" . présents dans les coquillages vivant au lieu considéré.

ARt 2. — L'¢valustion de la contamination est exprimée par les R
pombres Jes plus probables de coliformes fécaux trouvés dans 100 mi de !
chair de coquillages broyée et diluse dans les condnuom fixécs & 'annexe !
-teclxmque au présent arrdté. '

(1) BM, 1939, p. 424,

(2) A47MM, p. 703,

(3) BM, 1969, p. 899, o !
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e T wmixisTERE DE LA saNTR . el
sacn!.umr n'tur AUPRES DU MINISTAE DE L'€QUITEMENT AR

: (nu\sronn) .

Pour tenir compte des fluctuations naturelles dana la charge microbienne

" des caux merines, I'évaluation s'effectue sur 26 prélévements échelonnés
sur 12 mois conséculifs,

. ArT. 3. ~ Remplissent les conditions nécessaires pour &tre classées
salubres les zones dans lesquelles le nombre de coliformes fécaux par -~ -~ -»
-100 ml de chair de coquillages ainsi déterminé est inférieur ou égal & 300.

* Les normes sont considérées comme respectées si le nombre des résultats
en dépassement n'excéde pas 5 en 12 mois consécutifs, les teneurs en coli- )
formes {écaux pour 100 ml de chair restant dans ce cas inférieures & 1 000 -
pour trois des prélévements et & 3 000 pour les deux autres.

“ART. 4. — Les zones ne répondant pas aux conditions fixées dans
Yarticle 3 font 'objet de la procédure de classement en zone insalubre.

La récolte des coquillages y est mlerdue, sauf autorisations données dans
lea conditions fixées & article 5.

. An‘r. 5. — Dans les zones classées insalubres, seule la récolte des

coquillages qui doivent faire ensuite I'objet d’une épuration ou d'un

reparcage, peut &tre autorisée par le directeur des Affaires maritimes,
. sprés avis conforme du Directeur de I’Institut scientifique et technique des
" péches maritimes.

Toutefois, lorsque 1a teneur en coliformes fécaux dépasse 10000 par -
400 ml de chair de coquillages dans 25 9, des échantillons, I'autorisation

requicrt en outre I'avis conforme du Directeur departemental de Paction
sanitaire et sociale. . *

- ART. 6. — Le directeur éénébra‘l de la Santé, le direcieur des péches
. maritimes et le directeur de I'Institut scxennﬁque et technique des péches
maritimes sont cbarges, chacun en ce qui le concerne, de I'application . -

a du présent arrété, qui sera publié au Journal officiel de la Répubhque

francaise et au Bulletin officiel de 1a Marine marchande.

Fait & Paris, le 12 octobre 1976,

" Pour le sccréuure d Etat BN

" Le secrétaire general de la Marine marchande, _ T
S » : JelnACllAPON

~+ - Le ministre de la Santé, o , S )
Pour le ministre et par délégation ¢ o

" Le Directeur général de la Santé,
Professeur Pierre Dexorx.
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lnprés du ministre de I’ Eqmpemenl (Transports) S - ‘




