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RESUME 

Le dénombrement des coliformes fécaux constitue la référence en matière 
d'évaluation de la salubrité des zones conchylicoles, de la qualité des 
bivalves destinés à la consommation humaine. Chacunjugerade l'intérêt et 
de l'efficacité que peut présenter une investigation diligente en ce domaine. 
Or, les techniques microbiologiques utilisées à l'heure actuelle se révèlent 
incompatibles avec ces objectifs voire avec les impératifs des laboratoires. 
Nous avons donc entrepris de tester deux nouveaux milieux (Al-M et 
MUG) afin de juger de leur fiabilité. L'étude statistique fait appraître une 
corrélation étroite entre le milieu A l-M et le bouillon BLBV, nous confonant 
dans la poursuite de cette application à savoir l'évaluation de la fréquence 
du nombre de faux positifs et faux négatifs. Cette ultime étape devrait nous 
permettre de formuler un avis circonstancié sur l'opportunité d'une substitution 
à la méthode normalisée. 
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1 - GEN~ RAL IT E5 - OAJ ECTTFS 

L2s ge r nlf!S pat hog è nes tel s sa l mone ll es, sh i ge l ­
l es ,vi bt'ions,y (~l' '5inia, i~tc ... sont susceptibles de contamine!' l r~s co­
q ul l ldges e t e n co nséquenc e engendPer des t ox i -infect i ons alimentai­
r es do nt le se u1l de gpav 1t é dé pend des facteurs propres à l ' indivi ­
du C§ge, éta t gé néra l) d ' une pa r t et de s pa ramètres i ntrinsèques aux 
mr c ro -organ is mes d 'au t re par t (so uches 1ncr1m1n ées,taux de c o ncen­
t ra t lon IJ dct é ri ennel. 

Toutefois, l a r e cherche et 1 ' identification de 
ces germes pot e nt i elle ment da ng ereux présents dans le mil i eu mari n 
s ont relativement délica te s,de technique co mplexe et d' un coût éle­
vé . Aussi s ' est on attaché ~mett r e en évidence d'aut res bactéries, 
i ndi catri ces de la présence probab 1 e de germes pat hog è nes dont l' o­
rigine fécale est le plus f r éque mm ent mise en caus e. 

Le sui vi et le contrôle de 1 a qualit é 
ba cté r iolo gique des coqui ll ages r eposent donc sur le dénombrement 
des ge rmes témoins de co nt am i nation fécale dont 1 es cara.c-téPi st i­
ques es sent i elles sont ainsi défi ni es : 

-S pécificité de 1 ' habitat fécal 
- Mi se en évi denee d'autant pl us ai sée que 1 a 

qu a ntité de germes est plu s i mportante 
- Résistance analogue aux germes pathogènes 
dans le milieu récepteur 
- Technique aisée ~ mettre en oeuvre et 

fiabilité des résultats 
Deux groupe s de bactéries,les coliformes fécaux 

et les streptocoques fécaux ont été retenus dans ce but avec 
néanmoins une plus grande s i gnif i cation apportée par le premier 
groupe cité. 

La technique normal i sée nécessite indubitable­
ment une lo urdeur analytique inco mpatib le avec le s contraintes du 
laboratoire et les impératifs de santé publique.Le but de cette étu­
de sera donc de t e nter de remédier à ces inconvénients et d ' éva ­
luer voire améliorer la 'fia bil ité de no uvelles techniques A1 mod i­
f ié CA1-Mlet Méth y l4 Umbe l liféryl GlucuronideCMUGl af i n de l es subs­
ti t uer ~ la méthode standard.Les ava nt ages majeurs que pr ésen tent 
ces pr o cédés peuven t se résumer ainsi 

- Rédui re 1 es dél ai s entre 1 e prélèvement et 
les r ésulta ts. 

Alléner la 
temps agent ~ d'autres pr o grammes. 

- Assurer une 
sein du 1 aboratoi re . 

technique et ainsi dé gager du 

organi s ation pl us ration nelle au 

L'articulat i on de ce tra v ail se fera en deux 
étape s su ccessi ves, l 'une destinée aux moyens de tests statistiques 
~ déterminer 1 a méthode 1 a pl us re pro ductible, l 'autre pl us 
qual i t ative chargée de confirmer 1 a sp éci fi ci té du mi 1 i e u retenu 
<f réq uence des faux positifs et faux néga t ifsl,d'apprécier le s 
différences éve ntue l l es ent re l es espèces échantillonnées. 



2 - CARACTERES GENERAUX DES COLI FOR ME5 

rencontres dans 
égal e ment dans 
011 r egroupe 
ente l' Obdcter, 

Les col l 'fo rm es so n t des germ e s ull iq ui tair e s, 
'i ntestl n de l' ho mm e mai s que l'on retro u ve 

dl aut r e s envl r o nnement s(f~a u , ë!:r , 501) .Sous c e terfllt!, 
1 es ge nr e s esc h e r 1 Ch l a , !< 1 ~bsi e l 1 il ci t r obacte r, 

Ce gro u pe re p r é s enté pa r d es b ac té r ies 
d p p a r t en a n t à l a f am il le d es e nt é rob acté r ies s e cara c t é r ise pa r 
le ur aptitude à fe rm ent er le la ct o s e a v ec prod ucti on d e gaz e n 48h 
à 30 o u 37 "C . Ce pe n d a nt , c e rtaines souc hes d e cet te e ntit é n'o f frent 
p as t o ut e s le s qual i t é s d ' un bo n i n d i ce d e c o ntaminati o n féca l e.I l 
a donc 'fallu augment e r 1 a sp é ci 'f i ci t é du te s t af i n de bénéfi ci el' 
d ' une mei lleure a ssurance quant à l'or i gin e de l a pollution.Les 
co 1 i f orme s fécaux, bac i 1 1 es à g ram négati f, asporul és, anaerobi e -
facu l tat i f s, o x ydas e négati f, rédui sant 1 es ni trates en ni tri tes et 
fermentant le glucose , possèdent les caractér i stiques de la famille 
des entérobactér i es . Capabl es de fermenter 1 e 1 actose à 44"C avec 
product i on de gaz,ils p r ocurent une signification satisfaisante, 
renf o r cée par 1 a facul té de certai nes souches d' él aborer de 
l' i ndol e à parti rd' un aci de ami né 1 e tryptophane. Parmi 1 es 
col i f o rmes , seuls e, coli et quelques souches d e klebsiella révèlent 
ces propriétés . Les pr i ncip a ux crit è res biochimiques de ce genre 
sont répertori és dans 1 e tabl eau 1 , 

3 - METHODOLOGIE 

L' ensembl e des techni ques qui vont être 
déve l oppées dans cet essa i du dénombrement des coliform~s fécaux 
s'effectuent en mi 1 i eu 1 i qui de selon 1 a méthode du nombre 1 e p l us 
probabl e (méthode de Mac Gr ady) en troi s s eri es de troi s tubes 
( annexe 5 ). 

3 .1 - METHODE BOUILLON LACTOSE BILlE AU 
VERT BRILI._ANT (81 BV) 

La préparat i on de ' é chan til l o n d e Blême que le 
proto co ! e ana l yti q Ile font référenc e il 1 a ci rcul a i re 
i nte rm i ni st é r i e ll e du 2 5 / 04 /::: ::: rel ati ve au co ntr ol e bact é r i 01 og 'i -
que des c oqu i llag e s , Le d é n o mbr e ment des bact e r i es fé cal e s s ' effec­
tue dans le cas présent en deux é tapes suc c essives : 

- Une preml e re p hase di t e prés o mptive où l'on 
me t e n év i dence 1 es col i f ormes t ot aux . 

- Une d e uxi ème phase con 'fi rBlat i ve rêvél ant 1 es 
co l i f o rm e s fé c aux, i nd i c at e u rs d' u ne sou i 11 ure féca l e, 

3.2 - METHODE Al MODIFIEE (Al-M) 

Le mi 1 i eu Al a été é l ab o re par Andrews e t 
Fr e snell en 197 2 pour la recherche quantitative des colifor me s fé­
caux dan s 1 e s eaux d' est u ai re s après i ncubati on à 44 , 5"C pendant 
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24h.En1978,Hunt proposa une modification e n assurant un étuvage ~ 
37°C pendant 3h su1 v i d'une i ncubat ·i on au bain-m arie à 44 .. 5°C pr~n ­
Jant 21 h. Par la s u1te,cett e technique fut ext rapo l ée aux coqull1a­
g e s . A n d r e w s < 1 9 7 9 l , H u n t < 1 9 7 ::: l c~ t 5 t a n rj r i g e ( 1 9 ::: 1 l e s t i m e n t c e m i l i c~ u 
modifié A1 -M tout à fa it f i ab l e po ur le dénombrement de la f l ore fé ­
cale dans la mat iè re v i vante .Kaysner C19:::n q uant à l ui, ind ique que 
l'util is ation de ce mil ie u pour estimer la sal ubrit é des hu,tres 
est moins su Pe du fait qu e dP-s bactér ies n'appa rten ant pas aux col i ­
fo Pme s peuvent également pro cur er des r éaction s positives ( confir­
mat i on d ' e.coli dan s 57 .. 5~ des cas positifs). 

3 • 3 - !...!.M.=..E ..!.T..:..:H~O~D:....::E.____-'M~E ..:...T.:....:.H..!.Y..=L...:l4'---....lU~M~B .=..E .=.L.:..L...=.I..!.F~E..!.R~Y~L 
GLUCURONIOE <MUGl 

L'ut i l is ation d'un composé fluorescent pour l a 
recherche d' e. coli a été rapport é par Mead au cours de l ' année 1955. 
En 1976,K i lian et Bulow font état d'activités glycosidases parm i 
l e s e n t é'r--o ba c t é r i es e t d é m o n t r e n t q u e l a f a c u l t é B g l u c u r o n i d a s e 
est spécifique d'e.colj.Feng et Hartman <19::::2) testèrent 633 sou­
ches d'entérobactéries parmi lesquel les 96t des e.coli,17~ des sal­
monelles et 40t des shi gel l es se révèlent pos itives, 1 es autres gen­
res ne dé mon trant aucune activité enzymat i que .L e Minor montra que 
sur les 4000 souches examinées,30t des sa l monelles possèdent l 'e nz y­
me de dégradation.Récemment Littel remarque une activité g l ucuron i ­
dase parmi quelques espèces de streptocoques . 

Le méthyl 4 umbelli féryl glucuronide introduit 
dans un milieu (liquide ou solide) est dégr a dé parl'enzyme d 'e. co­
li et produit de l' umbell i ferone gl ucuroni de, composé qui fl uoresce 
sous lumière uv ~ une lo ngu eur d'onde de 366nm.Oivers auteurs ont 
souligné les avantages de cette technique : 

-Gain de temps. 
- sensi b i 1 i té de l a méthode <a nne xe 4). 
- Détectio n 

aérogènes <5~ de la florel. 
- Déceler des 
masquent la 
1/10000). 

des souches anaérogènes ou peu 

e. coli bien que d 'a ut res g ermes 
production de gaz ( p.vu l ga r is 

-récupérer un plu s grand nombre de bactér i es 
stressées . 

Cep en dant , quelques obstacles restent ~ éclair 
cir en fonction de la nature des produ it s échanti ll onnés et notam­
ment le nombre de faux positifs dont les chercheurs évaluent le 
pourcentage respect ive ment à 4.81; pour Robin son C 19 84 l,9~ pour Feng 
et Hartman et seulement 3.8% selon Al va rez <1984l. Peterson <1987) 
quant à lui estime les résul tats sig nificativement di ff érents au 
seu i l de .5%, le s pour ce ntages variant entre 22% pl us faibles et 92t 
pl us élevés. Koburger et Mill er ( 1985l ann oncè r ent des anomalies au 
cour s de la détection d'e coli dan sles hu,tres ;il s éme tt en t l'hypo­
thèse qu'il ne serait pas possib le d'incorporer le MUG directement 
dan s le mi li eu Lauryl Sulfate Tryptose en raiso n des fausses r éac-



tions inhé rentes~ 1 'enzyme endog~ne de 1 'hu1tre. 

\ 



4 - RESLJI TATS - ,[ NTERPRET IH IOI~ 

4 . 1 - TABLE AUX DES RESUI TATS 
cf. tabl e a ux 2 e t 3 

4. 2 - REP AR TITION DES RE SULTATS EN POURC ENTAG ES 
c f. tabl aa u 4 at 5 

4.3 - ANALYSE STATIS TIOUE 

4.3 . 1 - DEMARCHE ST ATIS TIOUE 

L' approxi mat i on de 1 a di st r i buti on à une courbe 
de Gauss co nd it ionne le cho ix des tests à adopter et en conséquence 
1 eur pui ssance et corré l ati vement 1 eur e 'ff i caci té . L' est i mati on à 
une loi norma l e sera éval uée par 1 a méthode graphi que, pl us rapi de 
et tout aussi 'fiable (d roite de Henry) . La f i gure 2 montre que les 
données s'écarte nt notablement d'une droite.On préfèrera dans ces 
condi ti ons opérer une transfornlati on appropri ée de 1 a vari abl e X = 
10 gX . On remarquera cette fois (figure 3) que le tracé est approx i ma­
ti vement 1 i néa i re d'où une assi mi 1 ati on de 1 a di stri buti on à une 
loi normale. 

Dans 1 e cadre de cet essa i, nous allons 
déterilli ner dans un pren,; er temps si 1 es échanti 11 ons exami nées 
apparti ennent effecti vement à 1 a même popul at i'On à l'ai de de 1 a 
comparai son des moyennes (méthode des coupl es uti 1 i sés pour 1 es 
séries appariées),puis nous tenterons d ' est i mer le degré de l i aison 
entre les techniques (méthode des moindres carrés). 
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TABLEAU 2 RESULTATS COLIMETRIQUES DES COQUI LL AGES 
<NO MBRE CARACT ER ISTIQ UE) 

DATE IESPECES 3LBV. CT BLBV .CF A1MZ4 A1 M4::: l MUG24 M lJ G 4::: 

2 0/6/::::~: !M OUL E 

1 

333 330 331 33 1G 1 T30 330 F 

1 
33 1G 1 310 330FG 

2 0 /6/:::::: MOULE 3 21 31 0 300 300 
1 

3 30 

1 

331 
300 320 3 31 

20/6/::: ::: !coQUE 3 30 310 010 210 331 332 
2 10 331 332 

20/6/:::::: MOULE 3 20 300 100 1 300 030 330 
300 010 220 

2 0 /6/:::::: MOULE 333 320 1 1 0 310 330 330 
. 3 1 () 320 3 20 

27/6/::: ::: OLIVE 333 333 33 3 333 333 333 
333 333 333 

2 7 / 6/:::::: OLIVE 333 333 333 333 333 333 
333 333 33 3 

27/6/:3::: MOULE 333 333 333 33 3 333 333 
333 333 333 

04/7 /f;: ::: MOU LE 310 210 330 3 31 330 3 30 
321 310 3 20 

04/7 /f;:::: H CREUSE 310 310 310 310 300 330 
310 3 00 300 

0 4 / 7 / ::: ::: MOULE 330 3 1 0 320 320 330 333 
320 320 320 

04/7/:::::: PALOURDE 330 210 ·~ 310 320 330 333 
3 10 0 320 3 10 310 

04/7/:::::: OL IVE 33 3 310 ·lf 333 333 333 333 
333 0 333 33 3 333 

04/7/:::::: OLIVE 331 300 ·X· 321 321 33 1 331 
3 31 0 321 3 31 331 

04 /7/:::::: H CRE USE 330 300 000 31 0 320 330 
310 220 330 



0 ,-, / ,-, / ,-, ,-, ! H CREUSE 100 1 10 0 000 100 

1 

100 330 

1 

·=· ·=· ·=· ·=· 1 

1 1 00 000 100 
1 1 

1 ! 0 ::: / ::: / :~: ::: H CREUSE 320 

1 

32 0 3 10 310 31 1 31 1 G 

1 1 
310 000 31 0 F G 

0 ::: / ::: / ::: :::: PA LOUR DE 310 100 100 100 0 1 0 330 

1 1 00 010 210 

0::: / ::: /:::::: MOULE 31 1 21 1 000 200 010 3 3 0 
200 010 320 

0 ::: / ::: / ::: ::: SPISULE l OO 100 000 100 030 130 
lOO 000 100 

0:3/!3/::: ::: CLAM 100 000 000 100 200 330 
100 1 00 100 

o:::/:3/:::::: MOULE 000 000 000 000 030 030 
000 000 

22/!3/ ::: ::: MOULE 333 320 332 332 331 332 
332 331 331 

22 /!3/:::::; MOULE 333 330 331 333 333G 333G 
321 330FG 330FG 

22/:3/:3::: H CREU S E 331 300 1 1 0 310 300 300 
310 300 300 

22/:3/::: ::: PA LOURDE 320 200 1 1 0 310 320 333 
300 220 320 

22/:::/:3::: H CREUSE 331 100 221 331 301 330 
000 000 300 

22/!3/::::3 1-1 CREUSE 320 000 010 1 1 0 300 G 300G 
000 020 F OOOFG 

29/8/:::::: MOU L E 3 33 32 2 33 1 33 '1 332 332 
331 212 3 32 

29/:::/::: ~: MOULE 331 331 33 1 331 031FG 33 2 
331 331G 332 

29/ :::/:::::: H CREUSE 31 1 3 1 1 2 10 310 220 3~0 

3 10 220 320 



320 3 10 310 

2 9 /:::/:~:::: SPIS UL E .320 '1 00 000 

3 2 1 200 000 

G GAZ+ 

I INDOLE+ 

F : FLUORESCENCE+ 

* LECTURE A 24 H 

0 LECTURE A 48 H 

330 
330 

2 0 0 
100 

100 
0 0 0 

1 
1 

1 

331 G Il 
031 F G 

220 
010 

030 
010 

1 

333G 
332FG 

330 
1 1 0 

330 
010 

1 



TA~!.~a!.! ~ : RESULTATS COLIMETRIQUES DES COQUILLAGES 
CNOMBRE DE GERMES / lOO ML) 

row COQUIL BLBV A1M24 A1M48 MUG24 MUG48 
------ ----- ----- ----- -----

1 MOULES 1440 2760 2760 258 1440 
2 MOULES 258 13:3 138 558 2760 
3 COQUES 258 24 90 2760 6600 
4 MOULES 138 24 138 24 1 26 
5 MOULES 558 42 258 55:3 558 
6 OLIVES 14400 1740 14400 14400 14400 
7 OLIVES 14400 14400 14400 14400 14400 
8 MOULES 14400 14400 14400 14400 14400 
9 MOULES 90 1440 900 25El 558 

1 0 H CREUSES 258 25:3 258 138 1 38 
1 1 MOULES 258 .55:3 558 558 ss::: 
1 2 PALOURDES 258 258 558 25:3 25:3 
1 3 OLIVES 14400 14400 14400 14400 14400 
1 4 OLIVES 2760 900 900 2760 2760 
1 .5 H CREUSES 138 1 0 2 58 126 1440 
1 6 H CREUSES 24 1 0 24 1 0 24 
1 7 H CREUSES 558 25B 25::: 1 0 258 
1 t: PALOURDES 24 24 24 1 0 90 
1 9 MOULES 120 1 0 54 1 0 558 
20 SPISULES 24 1 0 24 1 0 24 
21 CLAMS 1 0 1 0 24 24 24 
22 MOULES 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 
23 MOULES 558 6600 6600 2760 2760 
24 MOULES 1440 2760 900 1 440 1440 
25 H CREUSES 138 42 258 138 138 
26 PALOURDES 54 42 138 126 558 
27 H CREUSES 24 168 1 0 1 0 138 
2,-, v H CREUSES 1 0 1 8 1 0 1 0 1 0 
29 MOULES 1260 2760 2760 168 6600 
30 MOULES 2760 2760 2760 78 6600 
31 H CREUSES 450 90 258 126 .558 
32 H CREUSES 25:?. 2 .5B 1440 78 6600 
33 SPISULES 24 1 0 24 24 42 
34 MOULES 54 1 0 1 0 24 24 



TA BLEA U 4 REPA RTIT ION DES RESULTATS EN ~ <BLBU/Al-Ml 
APRES CA LCUL DE L'INTERVALLE DE CON FI ANCE A 0.9 5 

TOTAL BL BU = A 1 - i'1 BLBV > A 1 -M BLBU < A1 -M 

nomb r e 1; nombre ~ no mbr e 1; 

34 30 8::: - 0 4 1 2 

TABLEAU 5 REPARTITION DES RESULTATS EN t CBLBU/MUG) 
APRES CALCUL DE L'INTERVALLE DE CONFIANCE A 0.95 

TOTAL BLBV = MUG BL BU > MUG BL BU < MUG 

nombre % nomb r e 1; nombre i; 

34 24 70.6 - 0 1 0 29 . 4 
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TABLEAU 6 COMPARAIS ON DES MOYENNES BLBU/A1-M 

Xi=log A - Iog B 

- 1. 07191 
-1 

-- 0 . '746743 
-0.40 7 4::: .5 
-0 . 3:::021 1 
-0. 34053::: 
-0.335014 
-0. 2!::2546 
-0 . 271741 

0 
0 . 204121 
0.241 .593 
0.271741 
0 . 33 .5014 
0 . 3467:::7 
0.3::::0211 
0. 45737 :3 
0. 4:::6666 
0.732394 

1'1 i 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
2 
1 
1 

1 3 
1 
1 
2 
2 
1 
1 
1 
1 
1 

34 

-1 . 0719 1 
-1 
-0 . 746743 
-0. 4074:::5 
-0 . 3:::0211 
-0 . 34053::: 
- 0. 67002(:: 
- 0 . 2:::2546 
-0 . 271741 

0 
0 .204121 
0.241593 
0 . . 5434:::2 
0. 67002::: 
0. 3467:::7 
0.3:::0211 
0.45737::: 
0 . 4 !::6666 
0.732394 

-1 . 1 09 

M = -1.109/34 = -0 . 0326 

NiXi"2 

1.14:::991 
1 
0 . . 557625 
0.166044 
0 .1 44560 
0.115966 
0.224469 
0. 079:::32 
0 . 073:::43 
0 
0.041665 
0. 0~1367 
0. T476:::6-
0.224469 
0.120261 
0.144560 
0 . 209195 
0. 236:::44 
0 . 536401 

5.231 

5"2 = 1/34-1 (5.23-(-1 . 109)"2/34) = 0.157 

5"2/N =0 . 157/ 34 = 0.00463 

5/-J'N = 0. 06::: 

E = m-O / (5 / -J'N) = 0.0326/0 , 068 

E = 0.4::: 



TA BLEAU 7 COMPARAISON DES MOYENNES BLBU/MUG 

Xi = logA - IogB Ni N ·j X ·j 
1 

NiXi"2 

-1 .407924 2 -2 1 ::: 1 .5:::4::1 
1 

3.964 5 
- 1 . 0292 ::: 9 1 -1 . 0292:::9 1 . 0.5944 
-1 . 0 i ::: 4 ::: 4 1 - 1 . 0 1::: 4:::4 1 .03 73 1 
- 1 .01424 1 -1 . 01424 1 0 02:::6::: 
- 0 .792392 1 -0.7 92 392 0 . 6 2 7 :~ ::: 
-(). 7.596 6 ::: 1 -0.7 .59 6 6::: 0.57709 
-0 . 719673 1 - 0.719673 0 . .51793 
-0.694275 1 - 0.694275 0. 4 :3202 
- 0.667453 1 -0.667453 0 . 44549 
- 0 .. 5740 3 1 1 - 0.574031 0.329.5 1 
-0.380211 1 - 0.38021 1 0. 1 44 5 6 
- 0. 37:::635 1 - 0 .378635 0. 1 4336 
- 0. 3 3 .50 1 4 1 - 0 .335 01 4 0.112 2 3 
-0 . 243038 1 -0. 2 43 0 3 ::: 0 . 0 .5 907 
-0.093421 1 - 0.093421 0. 00:3 7 3 

0 1 4 0 0 
0.039 .508 1 0.039 5 08 0.001 5 6 
0.2 7 174 1 1 0 .2 71741 0. 0 73 :::4 
0 . 335014 1 0.3350 1 4 0.112 2 3 
0.352183 1 0 . 3 .52 1 :::3 0 . 12403 

3 4 -10.517 1 0 . ::: 4"9 

M = - 10.517/3 4 = - 0 . 309 

5"2/N = 0.230/34 = 0.00677 

5/..J'N = 0.0823 

E = m- 0 /( 5 /{N) = 0 . 309/0.0823 

E = 3 . 75 



Regression Analy~is- Linear model : V= a+bX 

Dependent variable: 1 ogA1 M48 Independent variable: logBLBV 

Parameter 

Intercept 
Slope 

Source 
Model 
Error 

Total <Corr. > 

Est i mate 

0.09436::: 
0 . 981057 

Standard 
Error 

0 . 192276 
0.0743506 

T 
Value 

0.490794 
13 . 195 

Analysis of Variance 

Sum of Squares 
27.97770 
5.142126 

33 . 119825 

Of 
1 

32 

33 

Mean Square 
27.97770 

. 160691 

Prob . 
Lev el 

. 62692 

.00000 

F-Ratio 
174. 1082 

Prob . Level 
. 00000 

Correlation Coefficient = 0.919098 
Stnd. Error of Est . = 0 . 400863 

R-squared = 84.47 percent 

Regression Analysis- Linear model : V= a+bX 
----------~---------------------------------------------------------------------
Dependent variable: logMUG48 Independent variable : logBLBV 

Parameter 

Intercept 
Slope 

Source 
Model 
Error 

Total CCorr . > 

Estimate 

0 . 514684 
0 . 914965 

Standard 
Error 

0 .230434 
0.0891058 

Analysis of Variance 

T 
Value 

2 . 23354 
10.26:33 

Sum of Squares 
24 . 33509 
7 . 385.591 

Of Mean Square 
1 24.33509 

32 . 230:300 

31 . 720677 33 

Prob . 
Level 

. 03263 

.00000 

F-Ratio 
105 . 4381 

Prob. Level 
.00000 

Correlation Coefficient= 0.875881 
Stnd . Error of Est. = 0 . 480416 

R- squared = 76.72 percent 



l og AlM 
figure 4 : Regreel1'ln logAlN 1ur logBl.BV 
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l og MUG figure 6 : Rlureea1on logNJ& aur logBLBV 
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.5 - DTSCLJSSTON -CONCUJ~;tON 

Les résultats réc apitulés au ta blea u 2 nous 
p ~rm atta nt de fo rmu le r quelques observati o ns quant a ux milieux 
testés.Tout d' a bo rd ,on sig na le r a que la te c hnique de r éf érence 
e mpl oyé 1~ de man1 ere 1 i tt éra l e peut e nge ndre r de gros s i è res erreurs 
en s o us éva l uant l a co ntamination. En ef ·fet, le s tubes Lac - et 
I ndo le + en 24h co nsidérés globalem e nt co mme négati f s peuvent se 
révéler pos ·i tif s au bout de 4::: h d 'i ncu ba ti on Clac+ e t Indole+ ) . Ce 
mécanism e résulte d'une fermentat i on tardive du la ct ose par 
c r~ rta ines souches d'e.co l i c- .5~ des souc hes ). 

Le milieu A1-M déc r i t pa r l es auteurs comme 
spécifique d' e. co l i peut dans cette étude fa i r e 1 'objet d'une cer­
taine rés erve compte-tenu de l'écart observé entre les tubes gazog~ ­
nes d'une part et les tubes In11ole+ d'autre part .5'agit-il là d'u­
ne susp icion non fondée de souches Indole- ou e ncore d'une difficul­
té de mise en évidence de cette amine de dégradation;la deuxi~me 
étape de cette étude devrait ~ cet égard nous fournir quelques 
éclaircissements.On peut d ' ores et déj~ signaler que la révélation 
de l'Indole sur ce milieu n'est pas auss i instant anée que su r l'eau 
peptonée probablement en raison de la composition du bouillon et no­
tamment la présence d'une quantité de lactose qu i perturberait 
l'activité enzymatique.Une agitation énergique du tube est quelque­
fois indispensable~ l'apparition de lanneau violet . 

La technique MUG montre également des 
va r iations non négligeables entre les tubes Fluo+ et Gaz+.On 
émettra l 'hypoth~se de faux positifs Csouches agazog~nes) ou encore 
une multiplication de germes non coliformes.Quelques essais 
ponctuels d'identification ont permis de déterminer un certain nom ­
bre de faux négatifs sans pour autant apporter une estimation satis­
f aisante du pou r centage i ncr iminé.U n handica p général aux trois 
techniques i ndubi tabl ement accentu é pour le milieu MUG est 1 'évalua ­
ti on de la fluorescence dans la s é rie 1 a moins di 1 uée, rendue dél ica­
te par l'impo rtance de la mati~re organique . Pl utôt que d ' envisager 
un ensemencement de 1 - 0.1 - o. 01 ml qu i du point de vue de 1 'ex­
pressi on des résultats nous procure un s e uil de détection trop éle ­
vé ainsi qu'une fourchette trop large,nous nous proposons d'opérer 
une dilution de l'échan tillon au 1/5 qui éviterait cet inconvé -
nient . 

Les tableaux 4 et 5 in diquant la répartition 
des résultats en pourcentage font apparaître une correspondance 
plus étroite de la technique Al-M avec la méthode BLBU C88~ de 
résultats équiv al e nts) .L es 12~ restants étant supérieurs,ce milieu 
serait enclin~ privilégier davantage le cons ommateur. 

Au regard des variations marquées entre 24 et 
48h d'incubation,le traitement statistique proprement dit porte ra 
sur sur cette seconde période.Il en ressort que contrairement ~ la 
re l ation BLBU / Al-M ,l a comparaison des moyennes BLBU/MUG par lamé­
thode des couples présente une différenc e significati ve . Cependant, 
les écarts observés se rév~lent pr atiquement négligeables pour être 
détec tables par la techn i que en milieu 1 i qui de . Une régression li-



né al re des données montre lin ,1iustement pl us 'fi abl e entre 1 es tech -
niques r~l -M et BL81J dont l es caracté r is tiques de la d r oite sont: 
Pente o. n: et ordonnée àl' o r i gi ne 0,22, Cette dro1 te dont 1 a p e nte 
I~st pror:he de 1 et l'o r donnée ~ l'or1gine voisine de 0 est assinll l a -
ill e;; une bi ssectri ce qui se pl ace dans 'l' i nt erv all e de c o n'f'i ance 
de 1 a d r ol te de reg r eS S l on, Dans 1 e cas present la var i abl e x etant 
entachée d'erre ur s de mesure , l 'estimation de la p e nte d e la droit e 
de r ég r ess ion se trouve b1 a is ée(sous-estim é e) .I_es l imites des i nte r-
vall es ae co nfi an ce et 1 e n1 veau de confi ance auquel ils correspon-
dent sont d if 'fe r en ts des valeurs c alc u lées,Ceci peut explique r les 
poi nts ob s e rvés ex téri e urs aux li mi tes supéri eu r es des i n terva ll es 
ca lc ulés ( 'fig,4 et 5), La variancE< e xpliquée par la rég r es s io n est 
de :34 ,,5 ~, 77 ~ po ur la mé thode MUG , Les coefficients de cor r éla tio n 
sont r es pecti v eme nt Rl= O, 92 et R2=O .88.5ans r e jeter d'emblée la 
technique MUG,f o rce e st de c o nstater q ue le mili eu Al-M pr oc ure un 
mei 1 1 eur aj ustement ave c 1 a méthod e sta n da r d , Mal gr é l' i nconvéni ent 
qui repose s ur la nécessi té de transférer l es tubes au ba i n-mari e 
après tro i s h eures d ' étuvage , ce mi lieu s e mbl e fournir des résul-
tats encourageants dans le dénombrement rapide des coliformes fé-
caux . Aussi, i l nous parai t opportun , de poursu i vre 1 es i nvesti ga-
ti o ns en gag é es afi n de mi eux appréhender 1 a spéc i f i c i t é du boui 1 -
10n et e n dé f initive conclure de manière objective quant à son éven­
tuelle util i satio n. 
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ANNE XE 

PRIN CIPE 

: COMPOS I TION DU BOU I LLON A LA BILE 
ET AU VE RT BRIL LAN T 

La bi l e et le ve r t br i l la nt i nh i bent fo r tement la cro i s ­
sa nc e de l a f l ore secondaire i ndésirable et nota mm e nt l es 
proteus . La fe rmen tation du l act ose avec dégagement ga ­
zeux,témo i n de l a présence des colifo rmes ,es t mise en é vi ­
dence au moyen de c l oches d e Durham . 

COMPOSITION 

PEP TONE .. ...... . .. . . . . ..... 10 g 
LACTOSE . ...... . ....... . .... 1 0 g 

BI LE DE BOEUF .............. 20 g 
VERT BRILLANT ..... . . .... . .. 0.0 133 g 

EAU . .. ........... .. .... .. . . lO OO ml 

EMPLOI - I NTERPRETATION 

Di ssou dr e 60 g/l puis répart ir en tubes ~ raison de 10 ml . 
Autoclaver 15 mn ~ 121°C . 

Les tubes présentant un dégagement gazeux f r anc dans la 
cloche de Durham seront considérés comme posit i f s . 



ANNEXE 2 COMPOSITION DU MI LIEU AI-M 

PRINCIP E 

Le milieu A1-M cons i dér é comme spécifique d 'e.c oli par 
Andrews et Fresne l l permet d e met tre en évid ence la fe r-
mentat i 011 des sucres ( 1 actose et sa 1 i c i ne ) pa r produc -
tion de gaz recue il !l dans une cloche de Durham. 
Le triton X 100,ammonium quaternaire joue le r ôle d'inhi-
biteur de la flo re secondaire . 
L'adj oncti on de tryptophane c o nf i rme 1 a présence d' e . co-
li par formation fj'infjole. 

COMPOSITION 

TRYPTONE .. .. ... . 
LACTOSE . . . . ... . . 
CHLORURE SODIUM . 
SALICINE .. .. . . 
TRITON X 100 .. 
TRYPTOPHANE. 
EAU .......... . 

EMPLOI - INTERPRETATION 

. ... 20 9 
"" .59 
",, 59 
",,0 .5 9 

1 ml 
1 9 

.1000 ml 

Di ssoudre 31 . . 5 
Répartir dans 
bes. 

9 de milieu dans un lit re d'eau dist il lée . 
des tubes 16x160 à ra i son de 10 ml par tu-

Stériliser à l'autoclave 10 mn à 121°C . 

Etuver 1 es échanti lIons 3h à 37°C pui s 1 es transférer 
dans un bai n-mari e à 44 .. S O C pend a nt 21 h voi re 45h . 
Les tubes présentant si mul tanément du gaz dans 1 a clo­
che de Durham et la formation d'un anneau rou ge cerlse en 
surf ac e sero nt considérés comme positifs. 



ANNE XE 3 CO MPOSIT I ON DU MILIEU FLU OROCULT (8 LBV-M UGJ 

PRINCIP E 

La mise en év1dence d'e nzyme spécifi que permet d'obtenir 
une identification rapid e des bact éri es.Les enzymes re­
che rch ées s ont d1te "enzym es con ~;ti tut ives ",leur activ·i­
té r este indépendante de la crois s a nce bacté r ienne. 
Exce ptées q uelqu es rares so uch es de salmonelle s et de sh i ­
gelles, e. co 1 i e s t 1 a seule esp è ce parm i 1 es entérobacté­
ri es qui est pourvue de 1 ' enzyme B-Dgl ucuroni dase. Cette 
derni èl'e a 1 a propriété de se i nc1e r 1 e s ubstrat 4 méthyl 
umbélliféryl B-Dglucuronide <MUGJ pour produ i re de l'um­
belliférone,composé fluorescent sous lumière UV (366 nmJ. 
L' apparition d'une f l uorescence permet d'apprécier 1 a pré­
sence d'e.coli . 

Le développ ement de la flore seco ndai r e e~t la r gement in­
hi bé par la bile et le vert bri ll ant.La mi se en évidence 
d'e.coli se fait par observat io n d'une fluorescence sous 
l umière UV du milieu après incubation.Une fermentation 
avec dégagement gazeux et un résultat positif du test de 
1' indole permettent de confi r mer 1 a présence d' e . coli. 

COI'tPOS I TI OI"f 

PEPTONE ... .. . . 
LACTOSE ...... . 
BILE DE BOEUF . 
VERT BRILLANT. 
L-TRYPTOPHANE. 
4METHYL UMBELL IFERY L. 
EAU ....... . ...... . .... . 

EMPLOI - INTERPR ETATION 

.. 10 g 

. 1 0 g 

.20 g 

0 . 0133 g 
1 g 

0.1 g 

. 1000 ml 

Dissoudre 61.5 g pour un litre d'eau disti llé e. 
Distribuer en tubes ~ raison de 10 ml par tube. 
Stériliser'~ l'autoclave 15 mn à 121°C. 
Incuber 16 à 24 h ~ 37°C éventuellemen t ~ 44°C. 
Le c t ur e à 1 'ai de d'une 1 umi ère UV de 1 ongueur voisine de 
366 nm . L'observation d'une f l uorescence bleu cla i T' dans 
le bouillon COT'T'espond à la présence d 'e col i. L'appari­
tion de gaz dans la c lo che de Durham est ca Pactéristique 
des coli ·formes et d' e. coli en pa r ti cul i eT' . 
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SENSIBILITE DE LA METHODE MUG 

•• 

' 10 

Time (h) 

Rclations!lip bctwccn the tnitial ccli c""nt 
l8d the timc that ftUOft1Ccnc:e occurTed in L TB·MOO 
!Mdium. 



ANNEXE 5 : PROTOCOLE ANALYTIQUE 

50 ml c!1 1 u ant 

2WL -I ----r----r-~r----r----r--~1 -r----11 1 

uuu 
2 ml 

2 Ill l 

1 

u 
3x n: m 1 
dilua nt 

5 ml 

.5 m 1 

48h-37°C 2 1h -4 4.5°C 24h -4 4°C 



Cote Liste des Rapports Internes de la Laboratoires 
Direction des Ressources Vivantes 

DRV-88.030-RH Utilisation de l 'écho-intégration en recherche Nantes 
halieutique (analyse de 5 campagnes effectuées 
dans le Golfe de Gascogne de 1983 à 1987). 

DRY-88.031-RA Mise au point d'une stratégie de pré-grossissement Bouin 
intensif en nourricerie de naissains de palourdes 
(Ruditapes philippinarum) et d'huîtres 
(Crassostrea gigas) dans la région de la Baie de Bourgneuf. 

DRY -88.032-RA Surveillance écologique et halieutique Site de Nantes 
PENLY - Année 1987 

DRV-88.033-RH Elevage, Pêche et Programmes d'étude des stocks Brest 

DRY-89.001-RH 

du «Lambi» Strombus gigas 
(Gastéropode : Strombidae) dans deux pays de la 
Caraibe : îles Turks et Caicos, Porto-Rico. 

Chaîne de traitement des statistiques de pêche 
maritime 

DRY-89.002-CSRU Etude sanitaire (1986-987) de la petite mer de 
Gavres (Morbihan) 

DRV-89.003-CSRU Etude relative à la qualité des eaux conchylicoles: 
la Basse Normandie 

DRY -89.004-RA 

DRV-89.005-RA 

DRY -89.006-RA 

Contrat de Plan Etat-Région Bretagne 
Relance de l'huître plate 
Rapport de synthèse 1984-1988 

Contrat de Plan Etat-Région Bretagne 
Relance de l'huître plate 
Rapport d'avancement des travaux 1988 

Elevage larvaire extensif de bar (Dicentrarchus 
labrax) en milieu naturel dans les marais salés 
de l'lle de Ré (Côte Atlantique Française) 

DRV-89.007-CSRU Etude sanitaire (1987-1988) de la côte de 
Guidel-Ploemeur-Larmor-Plage (Morbihan) 

DRV-89.008-RA 

DRV-89.009-RH 

Application des recherches de fertilisation et 
stimulation dans l'élevage de la crevette impériale 
(Penaeusjaponicus) 

Etude d'une gestion optimale des pêcheries de 
langoustine et de poissons démerseaux en 
mer celtique Tome 1 

Boulogne 

La Trinité 

Ouistreham 

La Trinité/ 
La Tremblade 

La Trinité/ 
La Tremblade 

Crema-l'Houmeau 

La Trinité 

Crema-l'Houmeau 

Lorient 



DRV-89.010-RH 

DRV-89.011-RH 

DRV-89.012-RA 

DRV-89.013-RA 

DRV-89.014-RA 

DRV -89.015-RH 

DRV -89.016-RA 

DRV-89.017-RH 

DRV-89.018-RA 

DRV-89.019-RA 

DRV -89.020-RA 

Etude d'une gestion optimale des pêcheries de Lorient 
langoustine et de poissons démerseaux en 
mer celtique Tome 2 

Etude d'une gestion optimale des pêcheries de Lorient 
langoustine et de poissons démersaux en 
mer celtique Tome 3 . 

Situation zoosanitaire des coquillages en Sète 
méditerranée (1985-1987) 

La biodéposition dans les aires ostreicoles. Son rôle Crema-L'Houmeau 
dans la concentration de la matière organique et de 
contaminants potentiels; son impact sur le sédiment 

Aération-circulation en bassins d'élevage intensif Tahiti 
de crevettes peneides. 
Profils remarquables des courbes de teneur en 
oxygène dissous. 

Les ressources halieutiques de l'étang de Berre Sète 

Dévasement expérimental de tables conchylicoles Sète 
dans l'étang de Thau. Impact sur le milieu et sur 
les mollusques 

Surveillance écologique et halieutique Nantes 
Site de Flamanville - Année 1987 

Estimation des stocks de moules dans le L 'Houmeau 
Pertuis breton en 1988 

Etude des potentialités aquacoles de la plaine du Gol La Réunion 

Développement de l'aquaculture tropicale à l'IFREMER Tahiti 

DRV-89.021-RA/SDA Projet d'élevage du loup en mer: Palavas 
Etude technico-économique du pré grossissement 
et du grossissement 

DRV-89.022-RNSDA Projet d'élevage du loup: 

DRV -89.023-RA 

DRV-89.024-RA 

DRV -89.025-RA 

DRV-89.026-RA 

Etude technico-économique de l'écloserie 

Guide du télécaptage de larves d'huftres 
Crassostrea Gigas 

Tri d'alevins de loup et de dorade au stade juvénile 
(0,2- 12 g) 

Filtration biologique adaptée à l'élevage larvaire 
de pénéides 

Estimation du captage d'huîtres plates sur coques 
de moules en suspension, en 1988. 

DRV-89.027-CSRU Dénombrement rapide des coliformes dans les 
coquillages 
Efficacité des milieux Al - M & MUG 

Palavas 

Ouistreham 

Palavas 

Tahiti 

La Trinité 

Concarneau 



LISTE DE DIFFUSION RIDRV 

================= 

- 2 exemplaires SDP/ NANTES 

- 2 exemplaires SDP/ BREST 

- 2 exemplaires DRV/ PUB/ PARIS 

- Directions opérationnelles 

* DERO/ PARIS 
* DIT/ PARIS 
* DREC/ PARIS 

- tous Centres France métropolitaine et outre Mer 

* Boulogne 
* Brest 
* Nantes 
* Toulon 
* Tahiti 

(lex) 
(lex) 
(2ex) 
(lex) 
(lex) 

- tous Chefs de Département DRV 

* RA/PARIS 
* RH/ NANTES 
* CSRU/ NANTES 
* UVP/ NANTES 
* SDA/ PARIS 

- toutes stations DRV France métropolitaine et Outre mer 

* ARCACHON 
* BOUIN 
* BOULOGNE 
* BREST 
* CONCARNEAU 
* CREMA L'HOUMEAU 
* NOIRMOUTIER 
* OUISTREHAM 
* PALAVAS 
* ST MALO 
* LA ROCHELLE 
* LA TREMBLADE 
* LA TRINITE 
* LORIENT 
* CORSE 
* SETE 
* GUYANE 
* MARTINIQUE 
* REUNION 
* ST PIERRE ET MIQUELON 
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