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1. Introduction

%mer

Le reglement (CE) n°854/2004 relatif aux regleségales d'hygiene applicables a
toutes les denrées alimentaires, prévoit le classest la surveillance
microbiologique des échinodermes (groupe I).

Il est traditionnellement admis que les oursingaarsmes brouteurs, se contaminent
peu lors de pollutions bactériologiques de lI'eaunder. Parmi les rares données
disponibles dans la littérature, les résultats él@othbrement &scherichia colidans

les échinodermes de la rade de Marseille réalipged.J. Console (1997) n'ont pas
mis en évidence de contamination significative. sSSétre réellement une étude de
classement de zone, ce travail a servi de basdéaasement en A de I'ensemble du
littoral PACA pour le groupe |, en excluant parngipe de précaution les zones
directement soumises aux rejets urbains ou a die#@x portuaires ou industrielles.

En Méditerranée, la zone de péche des oursinsessétendue et trés morcelée, il est
particulierement difficile a la fois de conduireeugtude sanitaire avec identification
des sources de contamination, de définir une gietBéchantillonnage pertinente et
de mettre en oeuvre le suivi opérationnel des niveke contamination dans des codts
rationnels.

L'objet principal de cette étude est d’évaluer w@vre les niveaux de contamination des
oursins dans un secteur identifié comme exposé smuxces de contamination
microbiologique, afin de vérifier I'’hypothése seltaguelle les oursins, organismes
brouteurs et non filtreurs, sont peu ou pas sesibh la contamination

microbiologique par rapport a des coquillages awpe lII.

Etude sur les risques de contamination microbiglegydes oursins



2. Les oursins

2.1. Les Echinodermes

bY

Les oursins appartiennent a I'embranchement desnéwérmes (environ 7 000
especes), exclusivement marins. Cet embranchemelitise en cing classes :

- Echinides (oursins, ~ 900 espéce © Ifremer - Olivier Barbaroux

» Astérides (étoiles des mers), © Ifremer - Olivier Barbaroux

* Holothurides (concombres des mers), W% © J. Ducruet

*  Ophiurides (ophiures), © Frédéric André

* Crinoides (lis des mers), © Daniel Guip

lls présentent trois caractéres essentiels quidissnguent des autres invertébrés
marins :

e uUne symétrie rayonnée pentamere, a laquelle pestpEposer une symétrie
bilatérale,

* un squelette externe formé de nombreuses plaqueairea (articulées,
soudées ou diffus,

e un appareil aquifere qui n’existe chez aucun aammanal et qui permet
notamment, la turgescence ou la rétractation desstambulacraires et des
tentacules.

: —ifremer Etude sur les risques de contamination microbiglegdes oursins



2.2. Les Echinides

Les Echinides se divisent en deux grands groupes :
* les oursins réguliers,
* les oursins irréguliers.

Le long des cbtes méditerranéennes, une espeaaranil d’Echinides réguliers est
exploitée commercialement : I'oursin viol&gracentrotus lividus

Les principales caractéristiques sont :
* Forme du corps : globuleux (en général),
» Particularités : bouche et anus occupent resp@stimechacun des poles,

* Les Podias sont présents sur la presque totalit@ighs,

* Epines et pigquants (longs ou courts) doivent éwasicérés comme des
annexes du squelette.

Le Squelette s'appelle le test (ensemble rigidsphdrique).

Anus Madréporite

Pore génital
Gonade

Piguants

ﬁ

ey ‘\v
Canal / Vésicule
radiaire -8 ‘ de Poli
—ar, 1> A P—.—(
Pedicellaires

\ Anneau aquifére

Dent Lanteme
d'Aristote

Section transversale d’un oursin régulier, © Jeauiite Poutiers

Il vit sur les cotes provencales dans les eauxbéefarofondeur, jusqu’a une trentaine
de metres, dans les rochers et prairies sous-rsarine

2.3. La réglementation de la Péche sous-marine des
oursins en PACA

La péche des oursins sur les gisements naturelsépattie de facon diffuse sur
'ensemble du littoral régional.

: —ifremer Etude sur les risques de contamination microbiglegydes oursins
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L’arrété du 27 octobre 2008 fixe la péricaatorisée pour la péche des oursins dans le
ressort des Comités Locaux des Péches Maritimegest Elevages Marins de
Martigues, de Marseille, du Var et des Alpes Mar@s, soit du ler novembre au 15
avril. En dehors de cette période tout préleverdanirsins est interdit.

La péche est autorisée, en apnée ou a pied, darddes maritimes, le Var et les
Bouches du Rhéne. Seuls les professionnels péemestaphandre autonome dans la
région de Marseille. Avec leur licence, les proi@ssels ont aussi un numéro
d’agrément sanitaire, qui assure la tracabilitépteduits.

Dans le Var et les Alpes Maritimes, les pécheunsagsionnels qui désirent pécher les
oursins doivent posséder un navire répondant aineg normes sanitaires et faire une
demande aupres de la DDTM.

Dans les Bouches du Rhone, seuls les professiotindlres de la licence oursins
(21) sont autorisés a pécher.

La taille minimale de capture est de 5 cm (piquartsus).

Etude sur les risques de contamination microbiglegydes oursins



2.4. Classement sanitaire

%mer

Le classement de salubrité et de surveillance daeszde production et des zones de
reparcage des coquillages vivants est établi pegtéarpréfectoral pour chaque
département :

e dans le Var (arrété du 30 décembre 2009),
* dans les Bouches du Rhone (arrété du 16 novemif®,20

» dans les Alpes Maritimes (arrété du 27/06/1996).

La péche des oursins en région PACA, a titre dsirfoiou professionnelle, n’est
pratiguée qu’en zone A, zone dans laquelle lesquittages » peuvent étre récoltés
pour la consommation humaine directe. Ce « cogéllan’étant pas un filtreur, il ne
peut faire I'objet d’'une purification.

Compte tenu du caractére tres diffus des gisentatssins répartis sur I'ensemble
du littoral PACA, d'une longueur d’environ 800 kreeules certaines zones de
production sont autorisées pour la péche professitm Il s'agit principalement, de la
zone 13.07 de la Céte Bleue a la Baie de La Cidest,zones 83-01, 83-02 et 83-03 &
I'exception des zones portuaires et d’émissairda baie du Lazaret. Pour toutes ces
zones, ce groupe ne fait pas I'objet d'un suivi RENRiIs d’autocontroles par les
professionnels sous I'égide de I'Administration rHations Départementales des
Territoires et de la Mer (DDTM) et Directions Dégamentales de la Protection des
Populations (DDPP)].

Etude sur les risques de contamination microbiglegydes oursins
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3. Matériel et méthodes

3.1. Site de I'étude

%mer

Les objectifs de cette étude étaient d’évaluernuatre les niveaux de contamination

des oursins dans un secteur identifie comme expagésources de contamination

microbiologique. Le site d’étude a donc été posit® dans une zone sous influence
d’'un rejet urbain. Afin de s’assurer de la contaation effective du site, les moules

placées en station artificielle ont également gi¢es.

Pour des raisons logistiques et économiques, eedsiait étre situé a proximité de
I'lfremer, de facon a ce que les prélevements soiénlisés lors d'une tournée
effectuée dans le cadre des réseaux de surveililastiteitionnels.

La deuxieme exigence nécessitait qu'un gisemenirelat’oursins soit présent en
guantité suffisante pour réaliser des prélévemasiant une année.

Le site d’étude a été sélectionné sur la base émdtats du projet Girac (Gestion
Intégrée des Rejets d'Assainissement Coétiers). Dmmsdre de ce projet mené en
partenariat avec VEOLIA, des simulations de pansathe pollutions bactériennes,
causeés par des rejets urbains suites a de fouesspint été réalisés, dans la rade de
Toulon (Dufresne, 2013). Les résultats montrent bue d’épisodes pluvieux, un
maximum de contaminations bactériennes était ptéaenrejets de La Clue, avec des
contaminations dans I'eau, de I'ordre de 7 000 @&D coli/100ml.

La Clue est 'embouchure atrtificielle d’'un petiédive de I'Est toulonnais, L'Eygoutier,
qui s’écoule sur 15,2 km. Ses sept affluents couvneuf communes et son bassin
versant s'étend sur 70 Kmll n’a pas d'embouchure naturelle. Il empruntetwmmel
pour rejoindre la Grande Rade. Afin d’éviter lidation du centre ville toulonnais,
un second canal, exutoire de crues, peut étre engprun batardeau situé au Pas-de-
la-Clue est relevé lorsque le niveau d’eau de Ittyger augmente.

Etude sur les risques de contamination microbiglegydes oursins
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-

© Ifremer/E.Emey Le Pas de La Clue

Un examen terrain a été effectué le 06 septembi®,28 proximité de La Clue.
L'objectif était de vérifier la présence d’oursies quantité suffisante pour permettre
des prélevements durant une année. Aucun site@semqant a la fois a un gisement
d’oursins et une production ou un gisement de nspuieus avons fait le choix de
stabuler les moules dans des poches de type RIN&iGral 2009).

Tenant compte de I'examen terrain et des résuthatprojet Girac, le point, appelé
« Marguerite » (lat : 43°6,268, long : 5°59,837%té& positionné devant 'embouchure
artificielle de L'Eygoutier.

Etude sur les risques de contamination microbiglegdes oursins
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Bassins versants de |'aire toulonnaise

LZ:

CARGLUEIRANME

© IRSN/C.Dufresne Localisation du pointAMGUERITE

3.2. Estimation de stock d’'oursins

Afin d’estimer les densités d’oursins sur les zodesprélevements, des comptages
d’oursins ont été réalisés le 23/04/2013.

4 Transects de 20 m de longueur sur une largeun @it été réalisés en plongée sur
le substrat rocheux. L'ensemble des oursins cobilestiet non comestibles
accessibles (pas de retournement des pierres) acat@pte. Pour l'espéce

Paracentrotus lividusles individus commercialisables et non commegahales ont
été distingués.

3.3. Protocole d’échantillonnage

L’étude a été conduite entre octobre 2012 et oet8bd 3.

3.3.1. Les moules en station artificielle

La moule de Méditerranédytilus galloprovincialisest le modéle biologique utilisé,

en raison des facilités d’approvisionnement, de rgbustesse et de la bonne
connaissance de cette espéce.

4%’" %remer
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Le lot de moule est originaire des parcs de la Bhelazaret. Pour garantir

’homogénéité des lots, une taille de 50 mm, cpwesant & des jeunes adultes
d’environ 18 mois, est respectée a plus ou moimsllsnétres. Chaque échantillon est
composé d'un lot de 2,5 kg de moules calibréeskétdans une poche ostréicole.

Un mouillage de subsurface constitué d’'une pochelrgicole reliée a un lest de
30 kg, maintenue en pleine eau a une profonded mhegrace a un flotteur (schéma
et photo 1). La bathymétrie du site avoisine lesnEres.

MOUILLAGE
RINBIO

© Ifremer poche de moules immergée

Prélevement de mo

© Ifremer/C.Ravel

Schéma et photo 1 : structure du mouillagesk.

) —Hremer Etude sur les risques de contamination microbiglegdes oursins
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L'immersion de 5 poches a été effectué mi septeni®d?2), afin que les moules

soient sur site depuis plus de 15 jours au débsitpdélévements. Par la suite, les
poches sont approvisionnées régulierement en respeon turn-over afin que la

durée d'immersion minimale soit respectée.

3.3.2. Les oursins

Une autorisation de prélever les oursins a étérdéeopar la Délégation Inter-
Régionale a la Mer Méditerranée afin que les oarginissent étre prélevés toute
'année et a moins de 50 m des cotes.

© Ifremer/C.Ravel Prélevement d’oursins

3.3.3. Les prélévements

Les préléevements (moules et oursins) ont commend dctobre 2012, en plongée
avec une fréquence bi-mensuelle (cf: annexe 1llendder prévisionnel des
prélevements).

Les plongées sont réalisées par les plongeurs dR/RAC, dans le respect des
procédures de sécurité de I'lfremer, a I'aide d’enearcation légére du laboratoire.
Des prélévements supplémentaires ont été réaliséte & de fortes pluies
(pluviométrie > 25 mm / 24 h), I'alerte pluviomépe étant fournie par Météofrance
sur la station de Toulon — La Mitre.

Afin de garantir une comparabilité maximale, I'eméde des prélevements sont
effectués, en fin de matinée.

Conformément au document de prescription REMIhi&tillonnage est effectué dans
un périmétre inférieur a 250 meétres autour dedtast « Marguerite ».

Une vingtaine d’oursins est prélevée afin de garamte quantité nécessaire pour la
préparation de I'échantillon pour essai et de pé#mnel'éliminer les coquillages

: —ﬁremer Etude sur les risques de contamination microbiglegdes oursins
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éeventuellement morts ou endommageés. Afin d'étreésamtatif, I'échantillon est
constitué en collectant au hasard des individugadke commerciale en différents
endroits.

Les moules sont prélevées, a la méme fréquencteguirsins, indifferemment, dans
'une des 5 poches positionnées sur le site, adisiance inférieure a 50 m du point.
Une trentaine d’individus est préleveée.

Les moules sont rincées a I'eau de mer, directersentite, puis placées dans un
sachet en matiére plastique. Le sachet est condangune glaciére a bord du zodiac,
puis placées au réfrigérateur jusqu’au moment ebepédition (le jour méme). Les
oursins sont conservés dans le filet de prélevemerd placés dans la glaciére
jusqu’au retour au laboratoire. Ills sont ensuitbatkassés des débris d’algues puis
placés dans une barquette aluminium au réfrigérajgsqu’au moment de
I'expédition. Les prélevements sont identifiés pae étiquette (date, heure, espéce de
coquillages, numéro d’enregistrement) qui seragdatans le colis. Les échantillons
sont expédiés dans un coffret isotherme compodsblocs de froid.

Le colis est transporté par Chronopost et liviemelemain avant 10 h pour garantir un
délai entre le prélevement et I'analyse de moin24b.

3.4. Analyses

Escherichia coli est retenu comme indicateur de contamination éeqaiur le
classement sanitaire des zones de production. @Genptre a donc été retenu pour
I'étude.

Le choix du laboratoire a été effectué dans la ldés laboratoires agréés pour le
dénombrement &. colidans les coquillages. Les analyses sont effechaedDAC
(Nantes).

La méthode NF V 08-106 ne pouvant pas encore @treea pour les coquillages du
groupe |, I'analyse est donc basée sur la méthedeéfdgrence XP ISO/TS 16649-3.
C’est une meéthode horizontale pour le dénombrendestEscherichia colibeta-
glucuronidase-positive (technique du nombre le musbable utilisant le bromo-5-
chloro-4-indolyl-3 beta-D-glucuronate). Le protoeale la méthode d’analyse est joint
en annexe 2.

Le contenu total des oursins a été analysé.

Des analyses supplémentaires ont été réalisées ldangonades, lors de fortes
pluviométries.

: —ifremer Etude sur les risques de contamination microbiglegydes oursins
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4. Résultats

4.1. Estimation des densités d’oursins

La densité totale d'oursins comestibles (taill&riefure et supérieure a 5cm confondues) est
de 5,91 individus par m? (écart-type : 3.57). Resiindividus comestibles, la densité est de
1,91 individus par m? (écart-type : 1.42).

4.2. Résultats des analyses

%mer

L'ensemble des 24 résultats attendus dans le ocdelr€étude a été obtenu. Les
résultats supplémentaires sont issus des alertemplétries.

Deux problémes de transport (23 avril et 11 juilgnh pas permis d’'analyser les
échantillons d’oursins et de moules.

Les résultats obtenus dans le cadre de I'étudearfobxes 3 et 4 : résultats de la
pluviométrie et résultats microbiologiques) songsantés dans le graphique ci-
dessous. Ce dernier représente les résultats desenteations bactériologiques
obtenus dans les moules et dans les oursins. ltheole pluviométrie (cumul sur les
4 jours précédents le préléevement) permet de vimrales dates pour lesquelles la
concentration ef. coli est concomitante a de fortes précipitations.

Les oursins étant classés en zone A, les résuttaiobiologiques sont considérés
comme positifs, au dessus du seuil de 2360l 100 g C.L.I.

Les résultats obtenus (figure 1) mettent nettene@névidence la contamination des

oursins, contrairement a ce que nous envisagioaighbwt de cette étude et ce qui avait
été observé par J.J. Console en 1997.

Etude sur les risques de contamination microbiglegydes oursins décembre 2013



Concentration d'E.coli dans les oursins et dans les moules en relation avec la
pluviométrie cumulée sur 4 jours
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Figure 1 : Concentration d’E. coli dans les oursins et dans les moules en relation avec la pluviométrie cumulée sur 4 jours.
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Les analyses supplémentaires réalisées sur lesigomeermettent de constater
€galement une contamination importantd. figure 2) supérieure au seull
sanitaire de 23&. col/ 100 g C.L.I.

Nbr d'E.Coli / 100 g de C.L.I.

Concentration d'E.coli dans les gonades d'oursins

100 000

10 000 -

1 000 A

100 1

10 4

1+ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
nov-12 déc-12 janv-13 févr-13 mars- avr-13 mai-13 juin-13 juil-13 ao(t-13 sept-13
13

‘I:loursin entier @ gonade oursin Omoule ‘

Figure 2 : Concentratiot'E. coli dans les gonades d’oursins

Pour I'ensemble des résultats obtenus dans lesdgenda contamination est
€gale ou supérieure a celle obtenue dans la chsioutsins.

La bibliographie étant pauvre en ce qui concerne clantamination
microbiologique des oursins, aucune donnée ne peti@epliquer ces résultats.

Dans le cadre de cette étude, nous ne nous sonamaatpressés a la question
de la décontamination des oursins. On peut cepérudeserver sur la figure 3
gue dans le cas de deux prélévements prochesasuiteépisode pluvieux, la
décontamination est lente. En effet, lors de adtervation , les oursins restent
fortement contaminés pendant au moins 4 jours suitévénement pluvieux.
Mais cela ne nous donne pas d’information génésale les cinétiques de
décontamination des oursins.

Ifremer Etude sur les risques de contamination microbiglegydes oursins  décembre 2013
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Estimation du temps de décontamination
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Figure 3 : Exemple d’estimation du temps de décuimation
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5. Discussions et conclusions

Les résultats des analyses montrent que pour zette classée A par arrété
préfectoral, les oursins, organismes brouteurd, susteptibles d’'étre fortement
contaminés lors de pollutions bactériologiques.

La contamination peut étre plus importante que dassmoules, organismes
filtreurs. Ce résultat est également vrai lorsqe@méresse aux gonades, partie
généralement consommée de I'animal.

La différence de position dans la colonne deautp&wve une piste pour
expliquer ces résultats.

Au vu de ces résultats, il nous semble nécessaippfondir trois axes :

v' L’évolution de l'étendue spatiale de la contamorati quel est le
gradient de décontamination a la sortie d’un neggéentiel ?

v' L'étude de la cinétique de contamination et de dtmuination des
oursins : les oursins retiennent-ils ou concentilsrlies bactéries et en
combien de temps se décontaminent ils ?

v' L'étude de la contamination potentielle des oursitess une zone
légérement moins impactée.
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Annexe 1 : Calendrier prévisionnel des préléevements

%mer

Semaine Date

45 5 au 9 novembre 2012
47 19 au 23 novembre 2012
49 3 au 7 décembre 2012
51 17 au 21 décembre 2012
1 2 au 4 janvier 2013

3 14 janvier au 18 janvier 2013
5 28 janvier au 1 février 2013
7 11 au 15 février 2013

9 25 février au 1 mars 2013
11 11 au15 mars 2013
13 25 au 29 mars 2013
15 8 au 12 avril 2013

17 22 au 26 avril 2013

19 6 au 7 mai 2013
21 21 au 24 mai 2013
23 3 au 7 juin 2013
25 17 au 21 juin 2013
27 1 au 5 juillet 2013
29 15 au 19 juillet 2013
31 29 au 2 ao(t 2013
33 12 au 14 ao(t 2013
35 26 au 30 aolt 2013
37 9 au 13 septembre 2013
39 23 au 27 septembre 2013
41 7 au 11 octobre 2013
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Annexe 2 : Méthode d’analyse

Code du texte
de référence
XP ISO/TS
16649-3

ISO 6887-1-3
NF ISO 7218

Rédigé par : Myriam RENAUD
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2 - REFERENCES

3- DEFINITION

4 - PRINCIPE
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6 - MATERIEL ET CONSOMMABLE

7 - ECHANTILLONNAGE

8 - PREPARATION DE L’ECHANTILLON POUR L’ANALYSE

9 - MODE OPERATOIRE

10 - EXPRESSION DES RESULTATS

11 - CONDITIONS DE CONSERVATION ET D’ELIMINATION DE L’ECHANTILLON

12 - ANNEXES
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1 - OBJET ET DOMAINE D'APPLICATION

Dénombrement des Escherichia coli beta-glucuronidase positive dans 100 g de chair et
liquide intervalvaire (bivalves) ou de chair seule (gastéropodes), ou de chair et eau
(oursins).

2 - REFERENCES

XP ISO/TS 16649-3 (12/05)

(Code COFRAC : P30)

ISO 6887-1-3 (préparation des échantillons); I1SO7218; NF V 08-600; Avis LNR
(Ifremer Nantes)

Lettre d’Ifremer notifiant I'utilisation de la table de Man, table de la NF VO8-600

3 - DEFINITIONS

Escherichia colibeta-glucuronidase positive: Bactéries qui a 44 °C, forment des
colonies bleues ou bleues vertes sur le milieu tryptone-bile-glucuronate (TBX).

4 - PRINCIPE D'ANALYSE

Le dénombrement se fait en milieu liquide par la technique du nombre le plus probable
(NPP) en ensemencant une série de 5 tubes de milieu liquide d’enrichissement sélectif
double concentration (avec la suspension mére au 1/10) et au moins 3 ou 4 séries de 5
tubes de milieu liquide d’enrichissement sélectif simple concentration (avec la
suspension meére au 1/10¢ et des dilutions® décimales). Apres incubation de 24h a
37°C, les tubes Lactose + sont mis en subculture sur gélose sélective 24h a 44°C.
Déterminer le nombre le plus probable d’Escherichia coli a partir des subcultures qui
produisent des colonies bleues ou bleu-vertes sur gélose Tryptone-bile-glucuronate.

5 - MILIEUX DE CULTURE, DILUANTS ET REACTIFS
Voir méthode préparation des milieux.

5.1 — MILIEUX DE CULTURE

5.1.1 - Milieu d’enrichissement sélectif

Sigles milieux de culture

-BGLUTdc (double concentration) |Bouillon au glutamate modifié
- BGLUT (Simple concentration) (milieu d'enrichissement sélectif)

5.1.2 - Milieu sélectif

[ TBX | Gélose Tryptone-Bile-Glucuronate

5.2 - DILUANTS

Tryptone
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non transmis

5.3 - REACTIFS
Néant

6 - MATERIEL ET CONSOMMABLES

6.1 — MATERIEL
Hotte a flux laminaire.

Diluteur automatique Dilumat (appareil de pesée).
Mixeur Blender + bols.

Agitateur type Vortex.

Etuve 337°C + 1 °C.
Etuve a 44 °C + 1 °C.

6.2 — CONSOMMABLES

Brosse.

Scalpel stérile, couteaux stériles, ou couteaux a huitres nettoyés et désinfectés avec de
I'alcool a 70°.

Pipettes stériles.

Flacon de 250 ml ou sacs stériles.

Anse Ciseaux désinfectés

7 - ECHANTILLONNAGE

L’échantillon doit étre représentatif et en quantité suffisante pour les besoins de
I’analyse (voir paragraphe 8).

A larrivée au laboratoire, entreposer les échantillons a wune température
de 4+ 2 °C.

8 - PREPARATION DE L'ECHANTILLON POUR L'ANALYSE

8.1
8.1.1 - ANIMAUX DE GRANDE TAILLE : MOULES, COQUILLES ST JACQUES, COQUES : [1 >30 MM,
HUITRES.

L’échantillon pour essai doit comprendre un nombre entier d’individus (au moins
six) permettant d’obtenir environ 75 a 100 g de produit, constitué de chair ou d’eau et
de chair (oursins par exemple) ou de chair et de liquide intervalvaire (bivalves).

8.1.2 - ANIMAUX DE PETITE TAILLE non transmis

8.2 - S’assurer que les coquillages sont encore vivants (coquille bien fermée pour les
bivalves) et non endommagés.
Oursins, holothuries et tuniciers : reprendre la norme I1ISO 6887-3

8.3 - non transmis
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8.4 - Egoutter les coquillages nettoyés et les poser sur un plateau recouvert de papier
absorbant.

8.5 - Ouvrir les coquillages a l'aide d’un instrument stérile approprié (couteau a
huitres ou scalpel pour les bivalves, paire de ciseaux pour les oursins).
non transmis

8.6 - Au fur et a mesure des ouvertures successives, recueillir la totalité de la chair,et
le cas échéant, I’eau (oursins par exemple) ou le liquide intervalvaire (bivalves), dans
un bol stérile préalablement taré. non transmis

8.7 - Ajouter ensuite une masse de diluant égale a deux fois la masse de chair, d’eau
ou de chair (oursins) ou de chair et de liquide intervalvaire (bivalves).

8.8

8.8.1 - Animaux de grande taille :

Homogénéiser le mélange au moyen d’un homogénéisateur rotatif pendant 30s a
min selon 'appareil utilisé.

non transmis

8.8.2 - Animaux de petite taille

Homogénéiser le mélange au moyen d’un homogénéisateur rotatif pendant 30s a
min selon 'appareil utilisé. On obtient ainsi une suspension-mere au 1/3.

QL
N

QL
N

8.9 -Si nécessaire, laisser les grosses particules se déposer durant 15 minutes au
maximum. La température du diluant pendant les opérations de dilutions suivantes
doit étre proche de la température ambiante. Le temps qui s’écoule entre la fin de la
préparation de la Suspension Mére et le moment ou I'inoculum entre en contact avec le
milieu de culture ne doit pas dépasser 45 mn. non transmis

8.10 - Ne pas agiter et transférer a I'aide d’une pipette stérile 30 ml de la phase
liquide du broyant au 1/3 obtenue dans 70 ml de diluant. Mélanger soigneusement.
On obtient ainsi la suspension mere au 1/10.

9 - MODE OPERATOIRE

9.1. - Ensemencement

Préparer 5 tubes de BGLUT dc et 15 ou 20 tubes de BGLUT

La derniere série n’est ensemencée que (non transmis) dans le cas d’une présomption
d’une forte contamination

10 ml de la suspension meére dans chaque tube 1 ml de la suspension mére dans chaque tube
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1 série de 5 tubes de 10 ml de BGLUT dc 3 ou 4 séries de 5 tubes de 10 ml de BGLUT
BEEE%
[ | [ | [ | [ | [ |
1 8 8 8 8 8
101 = = = = =
R RN
|| [ | || [ | ||
w02 @ W B B
Non transmis =
103 = = = = &=
R RN
[ | [ | [ | [ | [ |
w4 ¥ W W B @

9.2 - INCUBATION
Incuber a 37°C + 1 °C pendant 24 h+2 h

9.3 - Repiguage (Mise en subculture)

A partir de chaque tube ayant une coloration jaune (production d’acide), faire un
isolement en stries sur le milieu TBX

Incuber les boites a 44°c pendant 22 h+2 h
Ne pas empiler plus de 3 boites
10 - EXPRESSION DES RESULTATS

La présence de colonies bleutées ou bleu-vert indique la présence de d’Escherichia coli
B glucuronidase positive

Pour le choix des combinaisons voir - ANNEXE N°1 : MODE DE CALCUL : EXPRESSION
DES RESULTATS

Noter le nombre de tubes positifs dans chacune des 4 ou 5 séries consécutives de
dilutions afin d'obtenir une combinaison de 3 chiffres de catégorie 1. Ramener le
résultat dans 100g (la table donne les résultats dans1g).

11 - CONDITIONS DE CONSERVATION ET D'ELIMINATION DE L'ECHANTILLON

Se reporter a la méthode de traitement et d'élimination des déchets (M3/MED).

12 - DOCUMENTS ASSOCIES

Annexe n°1 : mode de calcul

Annexe n°2 : coquillages, table du N.P.P. a 5 tubes par dilution
M3/TOP/151-A

Lettre d’Ifremer du 19 mars 2010
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ANNEXE N°1 : MODE DE CALCUL
1. EXPRESSION DES RESULTATS

Choix des combinaisons :

Conformément aux recommandations du LNR, pour le choix des combinaisons nous
nous référons a la NF EN ISO 7218 mais nous prendrons la table NPP de la norme NF V
08-600 qui se trouve en annexe A.

En effet, la table NPP a 5 tubes de la NF EN ISO 7218 ne présente pas les catégories.

non transmis

Dans I'annexe 2, la catégorie de chaque combinaison est fonction du « nombre
d’échantillons testés par lot » (de1 a 10), nous prendrons la colonne « 1 échantillon
testé ».

non transmis

2. CONCLUSION

Penser a tenir compte des dilutions pour ’expression finale des résultats
Le résultat final obtenu est le nombre d'Escherichia coli présumés/ 100g d'échantillon.

ANNEXE N°2 : TABLE NPP POUR 5 TUBES (TABLEAU A.1 DE L’ANNEXE DELA NORME NF

V08-600
non transmis
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Annexe 3 : Résultats de pluviométrie

Annexe 3 : Résultats de la pluviométrie

2 |

Date Pluviométrie (Ja J) en mm Date Pluviométrie (Ja J) en mm
5-oct-12 0 30-déc-12 0
6-oct-12 0 31-déc-12 0
7-oct-12 0 1-janv-13 0
8-oct-12 0 2-janv-13 0

total 0 total 0
19-oct-12 1,2 11-janv-13 0
20-oct-12 0 12-janv-13 0
21-0oct-12 0 13-janv-13 0,2
22-0ct-12 38,1 14-janv-13 13,3

total 39,3 total 13,5
2-nov-12 0 25-janv-13 0
3-nov-12 0 26-janv-13 0
4-n0v-12 5.4 27-janv-13 0
5-nov-12 13,7 28-janv-13 2

total 19.1 total 2

9-nov-12 0 8-fe:3vr-13 0
10-nov-12 0,4 9-fe,vr-13 0
11-nov-12 34,3 10-févr-13 0
12-nov-12 28 11—f(?vr-13 10,3

total 375 12-févr-13 6,7

13-févr-13 0
17-nov-12 0 total 17
18-nov-12 0 22-fevr-13 0
19-nov-12 0 23-févr-13 6.7
20-nov-12 0 24-févr-13 2,6
total 0 25-févr-13 0
total 9,3
26-nov-12 0
27-nov-12 83 17-mars-13 0
28-nov-12 20 18-mars-13 5,4
29-nov-12 34,3 19-mars-13 0
total 62,6 20-mars-13 2,6
total 8
30-nov-12 0,4
1-déc-12 2,2 22-mars-13 0
2-déc-12 0 23-mars-13 0
3-déc-12 0 24-mars-13 7.8
total 2,6 25-mars-13 26,7
total 34,5
14-déc-12 45,4
15-déc-12 13,1 7-avr-13 2,4
16-déc-12 0 8-avr-13 0
17-déc-12 0 9-avr-13 0
total 58,5 10-avr-13 0
total 2,4

%mer
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Date Pluviométrie (3a J) en mm Date Pluviométrie (3a J) en mm
20-avr-13 0,4 28-juil-13 0
21-avr-13 4.4 29-juil-13 0
22-avr-13 0 30-juil-13 0
23-avr-13 0 31-juil-13 0

total 4.8 total 0
11-mai-13 0 17-a00t-13 0
12-mai-13 0 18-a00t-13 0
13-mai-13 0 19-a00t-13 0
14-mai-13 0 20-a00t-13 0

total 0 total 0
25-mai-13 0 30-ao(t-13 0
26-mai-13 0 31 aolt 13 0
27-mai-13 0 1-sept-13 0
28-mai-13 0 2-sept-13 0

total 0 total 0
15-juin-13 0 7-sept-13 0
16-juin-13 0,6 8-sept-13 4,4
17-juin-13 0 9-sept-13 37,9
18-juin-13 0 10-sept-13 0

total 0,6 total 42,3
29-juin-13 0 20-sept-13 0
30-juin-13 0 21-sept-13 0

1-juil-13 0 22-sept-13 0
2-juil-13 0 23-sept-13 0

total 0 total 0
14-juil-13 0 5-oct-13 0,2
15-juil-13 0 6-oct-13 0
16-juil-13 0 7-oct-13 0
17-juil-13 0 8-oct-13 0

total 0 total 0.2

%mer

Etude sur les risques de contamination microbiglegdes oursins

décembre 2013



| Annexe 4 : Résultats microbiologiques

Annexe 4 : Résultats microbiologiques

31|

| Date ‘ E,coli (Moule) / 100 g C.L.I | E,coli (Oursin) / 100 g C.L.I |
| 8-0Ct-12 | <18 | <18 |
| 22-0ct-12 | 2 400 | 9 200 |
| 5-nov-12 | 1300 | 330 |
| 12-nov-12 | 78 | 92 000 |
| 20-nov-12 | 220 | 700 |
| 29-nov-12 | 790 | 5 400

| 3-déc-12 | 220 | 9 200 |
| 17-déc-12 | 1300 | 170 |
| 2-janv-13 | 110 | 20 |
| 14-janv-13 | 330 | 20 |
| 28-janv-13 | 20 | 45 |

11-févr-13 170
13-févr-13 <18

| 25-févr-13 | <18 | <18 |
| 20-mars-13 | <18 | 20 |
| 25-mars-13 | 230 [ <18 |
| 10-avr-13 | 45 | <18 |
| 23-avr-13 | | |
| 14-mai-13 | 45 | <18 |
| 28-mai-13 | 20 | 18 |
| 184uin-13 | 260 | <18 |
| 2-juil-13 | <18 | <18 |
| 17-juil-13 | <18 | <18 |
| 31-juil-13 | 20 | 45 |
| 20-a0(t-13 | <18 | 20 |
| 2-sept-13 | 40 | 45 |
| 10-sept-13 | 45 | 9 200 |
| 23-sept-13 | 20 | 170 |
| 8-oct-13 | 220 | 790 |
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