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RESUME

Le dénombrement des coliformes fécaux constitue la référence en matiére
d'évaluation de la salubrité des zones conchylicoles, de la qualité des
bivalves destin€s a la consommation humaine. Chacun jugerade l'intérét et
de I'efficacité que peut présenter une investigation diligente en ce domaine.
Or, les techniques microbiologiques utilisées a 'heure actuelle se réveélent
incompatibles avec ces objectifs voire avec les impératifs des laboratoires.
Nous avons donc entrepris de tester deux nouveaux milieux (A1-M et
MUG) afin de juger de leur fiabilité. L'étude statistique fait appraitre une
corrélation étroite entre le milieu A1-M et le bouillon BLBV, nous confortant
dans la poursuite de cette application a savoir I'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
a la méthode normalisée.

mots clés : Conchyliculture, salubrité, microbiologie, coliformes, technique

ﬁMER © IFREMER - Institut Frangais de Recherche pour 'Exploitation de la Mer, 1989



I - GENERALITES - OBJECTIFS

2 - CARACTERES GENERAUX DES COLIFORMES

3 - METHODOLOGIE

3.1 - METHODE BLBV

3.2 - METHODE AlM

3.3 - METHODE MUG

4 - RESULTATS INTERPRETATION

4.1 - TABLEAUX DES RESULTATS
4,2 - REPARTITION EN POURCENTAGES

4.3 - ANALYSE STATISTIQUE

FN

ol

—
I

PROTOCOLE MATHEMATIQUE
4.3.2 - COMPARAISON BLBU/AINM
4.3.3 - CORRELATION BLBU/ATHM
4.3.4 - COMPARAISON BLBU/MUG

4,3,5 - CORRELATION BLBU/MUG

5 - DISCUSSION - CONCLUSION



4 - BIBLIOGRAPHIE

7 - ANNEXES

7.1 - COMPOSITION DU MILIEU BLBYV ET DILUANT

7.2 - COMPOSITION DU MILIEU A1 M

7.3 = COMPOSITION DU MILIEU MUG

7.4 - SENSIBILITE DE LA METHODE MUG

7.5 - PROTOCOLE ANALYTIQUE



| - GENERALITES - OBJECTIFS

Lezs germes pathogéenes tels salmonelles, shigel-

les,vibmions,yersinia,etec, .. sont susceptibles de contaminer |es co-
quillages et en conséquence engendrer des toxi-infections alimental-
res dont le seull de graviteée deépend des facteurs propres a4 l'indivi-

du (dge,stat général) d'une part et des paramétres intrinseques aux
micro-organismes d'auvtre part (souches incriminées,taux de concen-
tration hactérienne),

Toutefois,la recherche et 1'identification de
ces germes potentiellement dangereux présents dans le milieu marin
sont relativement délicates,de technique complexe et d'un colt éle-
vé,.Auss1 s'est on attacheée a mettre en évidence d'autres bactéries,
indicatrices de la présence probable de germes pathogénes dont 1'o-
rigine fécale est le plus fréquemment mise en cause.

Le suivi et le contrdle de la qualitée
bactériologique des coquillages reposent donc sur le dénombrement
des germes témoins de contamination fécale dont les caraestéristi-
ques essentielles sont ainsi définies : = =

- Spécificité de 1'habitat fécal
- Mise en évidence d'autant plus aisée que la
quantité de germes est plus importante

- Résistance analogue aux germes pathogknes
dans le miliegu récepteur
- Technigue alsée a mettre en oeuvre et

fiabilité des résultats

Deux groupes de bactéries,les coliformes fécaux
et les streptocoques fécaux ont ¢été retenus dans ce but avec
néanmoins une plus grande signification apportée par le premier
groupe cite.

La technique normalisée nécessite indubitable-
ment une Jlourdeur analytigque Jincompatible avec les contraintes du
laboratoire et les impératifs de santé publique.Le but de cette étu-
de sera donc de tenter de remédier a ces inconvénients et d'éva-
lTuer voire améliorer 1la fiabiliteée de nouvelles techniques A1 modi-
fié (Al-M)et Méthyld4Umbelliféryl Glucuronide(MUG) afin de les subs-
tituer a la méthode standard.Les avantages majeurs que présentent
ces procedés peuvent se resumer ainsi

- Réduire les délais entre Jle prélevement et
les résultats.

- Alléger la technique et ainsi dégager du
temps agent a d'autres programmes,

- Assurer une organisation plus rationnelle au
sein du laboratoire.

L'articulation de «ce travail se fera en deux
étapes successives,l'une destinée aux moyens de tests statistiques
a déterminer 1a méthode 1a plus reproductible,]'autre plus
qualitative chargée de confirmer 1la spécificité du milieu retenu
(fréquence des fFaux positifs et faux négatifs),d'apprécier les
différences éventuelles entre les espieces échantillonnées.




2 - CARACTERES GENERAUX DES COLIFORMES

.es coli1formes sont des germes ubiquitaires,

rencontrés dans I1'"intestin de 1'homme mais que 1l'on retrouve
dgalement dans d'autres environnementsteau,arr,sol).5ous ce terme,
oNn regroupe les qeEnTres gscherichia,klebsiella citrobacter,
enterobacter.

Ce groupe représente par des bDacteéeries
appartenant a la Ffamille des enteérobactéries se caractérise par

ieur aptitude a fermenter le lactose avec production de gaz en 43h
a 30 ou 37°C.Cependant,certaines souches de cette entité n'offrent
pas toutes les qualités d'un bon indice de contamination fécale. Il
a donc falilu augmenter la spécificité du test afin de bénéficier
d'une meilleure assurance quant a 1'origine de la pollution.Les
coliformes fécaux,bacilles a gram négatif, asporulés, anaerobie-
facultatifs,oxydase négatif,reduisant Jles nitrates en nitrites et
fermentant le glucose,possedent les caractéristiques de la famille
des entérobactéries.Capables de fermenter 1le lactose a 44°C avec
production de gaz,ils procurent une signification satisfaisante,

renforcée par 1a faculté de certaines souches d'élaborer de
1'indole a partir d'un acide aminé le tryptophane.Parmi les
coliformes,seuls eg.coli et quelques souches de klebsiella révelent

ces propriéetés.Les principaux criteres hbhiochimiques de ce genre
sont répertoriés dans le tableau 1.

3 - M DOLOG

L'ensemble des technigues qui vont Etre
développées dans cet essai du dénombrement des coliformes fécaux
s'effectuent en milieu 1liquide selon 1a méthode du nombre le plus
prohabhle (méthode de Mac Grady) en trois séries de trois tubes
(annexe 5).

F.1 = HOD B H N ACTOS BI A

VERT BRILLANT (BLBU)

La préparation de 1'échantillon de méme que le
protocole analytique font reférence a la circulaire
interministérielle du 257/04/538 relative au contrdéle bactériologi-
que des coquillages.Le dénombrement des bactéries fécales s'effec-
tue dans le cas présent en deux étapes successives

- Une premiére phase dite présomptive ol 1'on
met en évidence les coliformes totaux.

- Une deuxieme phase confirmative révélant les
coliformes fécaux,indicateurs d'une souillure fécale.

2l & METHODE A1 MODTFIEE (AT-M)

Le milieu A1 a €ete eélaboré par Andrews et
Fresnell en 1972 pour la recherche quantitative des coliformes fé-
caux dans les eaux d'estuaires aprés incubation a 44.5°C pendant



AB 1 ¢ CRITERES D'IDENTIFICATION BIOCHIMIQUES DES COLIFORMES

ESCHERICHIA |KLEBSTIELLA |ENTEROBACTER|CITROBACTER
GLUCOSE & GAZ + + + *
LACTOSE & + * »
HZS = < = d
INDOLE + d = G
RM + - - +
Up - + - -
CITRATE SIMMONS - . + +
MOBILITE + > iy i
UREE 5 - s d
GELATINE - - + lent =
.Toutes les especes sont oxydase — ,nitrate reductase

.d ¢ Variable,irrégulier




240, En1 %78 ,Hunt proposa une modification en assurant un étuvage a
37°C pendant 3Zh suilvi d'une incubation au bain-marie a 44,5°C pen-
dant 2Z1h.Par 1la suite,cette technigque fut extrapolée aux cogquillia-
ges,Andrews(1979) ,Hunt(1972) et StandrigeC!®81) estiment ce milieu
modifié Al-M tout a fait fiable pour le dénombrement de la flore fé-
cale dans la matigre vivante.Kaysner(19%7) gquant a Jui,indique que
l'utilisation de ce milieu pour estimer la salubrité des huitres
#st moins sure du fait gue des bactéries n'appartenant pas aux coli-
Formes peuvent 2galement procurer des réactions positives (confir-
mation d'e.colil dans 57.5% des cas positifs).

3.3 = METHODE METHYL4 UMBELLIFERYL
GLUCURONTIDE (MUG)

L'utilisation d'un compose fluorescent pour la
recherche d'eg.colil a été rapporté par Mead au cours de 1'annee 1955,
En 1974,Kilian et Bulow font état d'activités glycosidases parmi
les entérobactéries et démontrent que la faculté B glucuronidase
est spécifiqué d'e.coli.Feng et Hartman (1932) testérent 433 sou-
ches d'entérobactéries parmi lesquelles 94% des eg.coli,17% des sal-
monelles et 40% des shigelles se revelent positives,les autres gen-
res ne deémontrant aucune activité enzymatigque.Le Minor montra que
sur les 4000 souches examinées,30% des salmonelles possedent 1'enzy-
me de dégradation.Récemment Littel remarque une activité glucuroni-
dase parmi quelques especes de streptocoques,.

Le méthyl 4 umbelliféryl glucuronide introduit
dans un milieu (ligquide ou solide) est dégradé parl'enzyme d'e.co-
11 et produit de |'umbelliferone glucuronide,composeé qui fluoresce
sous lumikgre wuv a wune longueur d'onde de 344nm.Divers auteurs ont
souligneé les avantages de cette technique :

- Gain de temps.

- sensibilité de 1a méthode (annexe 4).

- Détection des souches anaérogénes ou peu
aerogenes (5% de la flore).

- Déceler des g.coli bien que d'autres germes

masquent 1a production de gaz (p.vulgaris

1710000 .

- récupérer un plus grand nombre de bactéries

Stressees,

Cependant,quelques obstacles restent a éclair
cir en fonction de 1a nature des produits échantillonnés et notam-
ment le nombre de faux positifs dont les chercheurs évaluent le
pourcentage respectivement a 4.8% pour Robinson (1984),9% pour Feng
et Hartman et seulement 3.8% selon Alvarez (1984).Peterson (19a7)
quant a lui estime les résultats significativement différents au
seuil de 5B%,les pourcentages variant entre 22% plus faibles et 92%
plus élevés,Koburger et Miller (1925) annonceérent des anomalies au
cours de la détection d'e coli dansles huitres;ils émettent 1'hypo-
these qu'il ne serait pas possible d'incorporer le MUG directement

dans le milieu Lauryl Sulfate Tryptose en raison des fausses reac-



tions inhérentes a 1'enzyme endogi&ne de 1'huitre.




4 - RESULTATS INTERPRETATION

i

4.1 - TABLEA ) E RESUILTATS
cf.tableaux 2 et 3
4,2 - REPARTITION DES RESULTATS EN POURCENTAGES
&F. Tableaw & & 5
4.3 - ANALYSE STATISTIQUE
4.3:1 = DEMARCHE STATISTIOUE
L'approximation de la distribution a une courbe

de Gauss conditionne le choix des tests a adopter et en conséquence
leur puissance et corrélativement Jleur efficacité.L'estimation a
une loi normale sera évaluée par la méthode graphique ,plus rapide
et tout aussi fi1able (droite de Henry).La figure 2 montre que les
données s'écartent notablement d'une droite.On préféerera dans ces
conditions opérer une transformation appropriée de la variable X =
logX.0n remarquera cette fois (figure 3) que le tracé est approxima-
tivement linéaire d'ou une assimilation de la distribution a une
loi normale.

Dans e cadre de cet gssail,nous allons
déterminer dans un premier temps si les eéchantillons examinées
appartiennent effectivement & 1a méme population a 1'aide de la
comparaison des moyennes (méthode des couples utilisés pour les
séries appariées),puis nous tenterons d'estimer le degré de liaison
entre les techniques (méthode des moindres carres).



TABLE : RESULTATS COLIMETRIQUES DES COQUILLAGES
(NOMBRE CARACTERISTIQUE)

! DATE EESPECES 3LBY.CT |BLBU.CE| ATM24 | A1M4n | MUG24 | MUG4S
2074788 |MOULE 133 330 331 3316 330 330F
2316I| 310 230G

2074788 |MOULE 221 310 200 200 330 331
200 320 331

20/4/83 |COQUE 330 310 010 210 331 332
210 131 232

20/4/33 |MOULE 320 200 100 200 030 330
300 010 220

20/6/88 |MOULE 353 320 110 210 3320 330
210 320 220

27/4/88 |OLIVE 333 333 333 333 233 333
333 3323 333

27/4,85 |OLTIVE 333 333 333 333 333 333
333 333 333

27/6/88 |MOULE 333 333 333 333 333 333
233 233 333

04/7/8% |MOULE 310 210 330 331 3320 330
321 310 320

04,7,38 |H CREUSE| 310 310 310 210 200 3320
2 200 200

04,7758 |MOULE 330 310 320 220 230 333
320 320 320

04,7,52 |PALOURDE | 330 210 *| 310 320 230 333
310 © 220 210 310

04,7733 |OLIVE 233 210 *| 333 233 233 333
333 © 233 333 333

04,7/33 |OLIVE 331 200 *| 321 221 231 331
231 o 221 131 231

04,7735 |H CREUSE| 330 300 000 210 320 2320
220 330




'H CREUSE

09/3/%3! i0o0 100 000 100 100 230
i 100 000 100
o@za788 (|H CREUSE 320 320 At0 310 311 211G
210 000 310FG
Qus7a/78% IPALOURDE 310 100 100 100 010 330
| 100 210 210
QE/2/733 |[MOULE 211 211 000 200 010 330
200 010 320
Qasz@s3m {1SPISULE 100 100 000 100 030 130
100 000 100
Qasars38 (CLAM 100 000 000 100 200 330
100 100 100
Qas8 /738 IMOULE 000 000 000 000 030 030
000 000
2278728 |MOULE 333 3z0 332 332 331 332
332 331 231
22738758 |[MOULE 333 330 331 333 233G 333G
321 330FG 330FG
2278733 |H CREUSE 331 300 110 321 3200 300
31 300 300
227873% |PALOURDE 320 200 110 210 320 333
300 220 320
2278788 |H CREUSE 331 100 221 231 301 330
000 000 300
2278788 {H CREUSE 320 000 010 1 4 300 G 200G
000 020 F O00FG
29787585 |MOULE 333 % g | 231 332 332
331 Z12 332
297587558 |MOULE 331 331 331 331 031FG 33Z
3231 331G 332
2978788 |H CREUSE 310 311 210 0 220 330
10 220 320




H CREUSE 3290 310 310 330 3316 333G
330 031FG 332FG
2978738 |SPISULE 320 100 000 200 220 330
100 010 110
MOULE 321 200 Q00 100 030 3.3
000 010 1
G ¢ GARZ+

I : INDOLE+

F ¢ FLUORESCENCE+

® 3 LECTURE A 24 H

@ ¢ LECTURE A 48 H
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TA 3

COQUIL
MOULES
MOULES
COQUES
MOULES
MOULES
OLIVES
OLIVES
MOULES
MOULES

H CREUSES
MOULES
PALOURDES
OLIVES
OLIVES

H CREUSES
H CREUSES
H CREUSES
PALOURDES
MOULES
SPISULES
CLAMS
MOULES
MOULES
MOULES

H CREUSES
PALOURDES
H CREUSES
H CREUSES
MOULES
MOULES

H CREUSES
H CREUSES
SPISULES
MOULES

RESULTATS COLIMETRIQUES DES COQUILLAGES

(NOMBRE DE GERMES~/100 ML)

BLBV
1440
258
258
133
A58
14400
14400
14400
Y0
258
258
258a
14400
2740
138
24
554
24
120
24
10
10
558
1440
138
584
24
10
1240
2740
450
2582
24
54

ATMZ24 ATM43 MUGZ4

42
1740
14400
14400
1440
258
553
258
14400
200
10

10
254
24

10

10

10

10
4600
2740
42

42
144

18

2740
2740
70
zha
10
10

14400
14400
14400
700
258
558
558
14400
200
258
z4
254
z4

54

24

24

10
4600
700
Z58
132
10

10
2760
2740
254
1440
24

10

126
7a
24
24

MUG43



TA AU 4 : REPARTITION DES RESULTATS EN < (BLBVU- 7A1-M)
APRES CALCUL DE L'INTERVALLE DE CONFIANCE A 0.95

TOTAL BLBVY = Al M BLBY » A1 M BLBY ¢ A1 M
nombre 3 nombre % nombre %
34 30 an - 0 4 12

TABLEAU 5 : REPARTITION DES RESULTATS EN % (BLBU/MUG)
APRES CALCUL DE L'INTERVALLE DE CONFIANCE A 0.95

TOTAL . BLBV = MUG BLBV > MUG BLBV < MUG

L
ER

nombre nombre

nombre




Figure 2 Normalite de la distribution
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FIGURE 3 : Normalite X=logX
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TA 2} COMPARAISON DES MOYENNES BLBUZAT1-M
Ri=zlogn = togh NI NiXi NiXi™2
-1.07191 1 -1.071%1 1.143991
-1 1 -1 1
-0, 744743 1 -0 ,.744743 0,5R7425
~-0.,407435 1 -0.407435 0.1464044
-0.380211 1 -0.380211 0.144540
-0.,3405382 1 -0.3405385 0.,115264
-0,335014 2 -0.4A7002% 0.22444Y
-0,252544 1 -0.282544 0.079332
-0.,271741 1 -0.271741 0.0735H43
0 13 0 0
0.204121 1 0.204121 0.0414AA48
0.241593 1 0.241593 0.058347
0.271741 2 0.543402 0.T47434
0.335014 2 0.47002% 0,224449
0.3447437 1 0.3447057 0.120241
0.3230211 1 0.380211 0.144540
0.4573713 1 0.457378 0.20%9195
0.4046444 1 0.48A84A 0.234544
0.732394 1 0.732394 0,534401
34 -1.109 5,231
M = =1.,109734 = =-0.,0324
S°"2 = 1/734-1(H,.23-(-1.109)72734)= 0.157
SA2/N =0.1687734 = 0.00443
S/AN = 0,048
€ = m=0 7 (S/4N) = 0.032470.04




TABLEAU 7 : COMPARAISON DES MOYENNES BLBU/MUG

21 = Togfs = lo4gB N N1 X M
-1 .,407%24 Z -Z,315248 3. 9448
-1.,0292z25% 1 -1.029289 1.068%44
-1.0iE424 | -1.0124494 1 .37 31
-1.01424 1 -1.01424 1.024548
-0,792392 1 -0.79239%2 0.42755
-0, 7h944H 1 -0.7h%440 0.57709
-0,719473 1 -0.719473 0:.851¢23
-0.494275 1 -0.494275 0.48202
-0.4647453 ] -0.4A47453 0.44549
-0.,574031 1 -0.574031 0.32951
-0.330211 1 -0.320211 0.144584
-0.378435 1 -0.3723435 0.14334
-0,335014 1 -0.335014 0.11223
-0.243038 1 -0.24303% 0.05%907
-0.093421 1 -0.0%93421 0.00373

0 14 0 0
.03950% 1 0.039508 0.00154
271741 d Q. 271741 0.07324
.335014 1 0.335014 0.11223
vEhZ183 1 0.352123 0.12403

34 -10.517 10,8349
M = -10,5817734 = -0,30%

$7°2 = 1734=1110.,0849-0-10.81772,34)Y = 0,230

eV TAN = 0.230734 = D, 0047
/4N = 0.0823
E = m=0 Z7(S74¥N) = 0,30970.0823

£ =& ETh




Dependent variable: logA1M43 Independent variable: logBLBY
Standard T Prob.

Parameter Estimate Error Value Level

Intercept 0.094344 0.192274 0.49079%4 42692

Slope 0.921057 0.0743504 1¥3.195 00000

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio Prob. Level
Model 27.97770 1 27.97770 174.1082 .00000
Error 5.142126 32 . 140691

Total (Corr.) 33.119825 33

Correlation Coefficient = 0.919098 R-squared = 84.47 percent

Stnd. Error of Est. = 0.400843

Regression Analysis - Linear model: Y = a+bX

——— . . s s e s o e

Dependent variable: 1ogMUG4S Independent variable: 1ogBLBV
Standard T Prob.

Parameter Estimate Error Value Level

Intercept 0.514484 0.230434 2.23354 ,032463

Slope 0.914945 0.0891058 10.2433 . 00000

o ——— — —— — . ———

Analysis of Variance

F-Ratio Prob. Level
105. 4381 . 00000

o o o o . e e e e o e

Source Sum of Squares Df Mean Square
Model 24 ,33509% 1 24 ,33509%
Error 7.385591 32 . 230300
Total (Corr.) 31.720477 33

Correlation Coefficient = 0.375281 R-squared =

Stnd. Error of Est. = 0.430414

74.72 percent



Figure 4 : Ragresasion logAiM sur logBLBV

log BLBV



Figure G : Regression logMUS sur logBLBV

log BLBV



5 - DISCUSSTON -CONCGLUSTON

Les résultats récapitulés au tableau 2 nous
permettent de formuler quelques observations gquant aux milieux
testeés.Tout d'abord,on signalera que la trtechnique de reéférence
employée de maniiére littérale peut engendrer de grossikres @rreurs
“n sous évaluant la contamination.En effet,les tubes Lac- et
Indole+ gn 24h considérés globalement comme négatifs peuvent se
révéler positifs au bout de 4&h d'incubation (Lac+ et Indele+).Ce
mécanisme résulte d'une Fermentation tardive du lactose par
certaines souches d'g.coli (T 5% des souches).

Le milieu Al-M décrit par les auteurs comme
spécifique d'e.coli peut dans cette étude faire 1'objet d'une cer-
taine réserve compte-tenu de 1'écart observé entre les tubes gazoge-
nes d'une part et les tubes Indole+ d'autre part.S5'agit-11 1la d'u-
ne suspicion non fondée de souches Indole- ou encore d'une difficul-
té de mise en évidence de cette amine de dégradation;la deuxieme
étape de cette étude devrait a cet égard nous fournir quelgues
éclaircissements.0n peut d'ores et déja signaler que la révélation
de 1'Indole sur ce milieu n'est pas aussi instantanée que sur |'eau
peptonée probablement en raison de la composition du bouillon et no-
tamment 1la presence d'une quantité de lactose qui perturberait
1'activité enzymatique.Une agitation énergique du tube est quelque-
fois indispensable a 1'apparition de lanneau violet,.

La technique MUG montre éggalement des
variations non négligeables entre 1les tubes Fluo+ et Gaz+.0n
émettra 1'hypothiese de faux positifs (souches agazogenes) oU ENCOTE
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-
faisante du pourcentage incriminé.Un handicap général aux trois
techniques indubitablement accentué pour le milieu MUG est 1'évalua-
tion de 1a fluorescence dans la série 1a moins diluée,rendue délica-
te par 1'importance de la matiére organique.Plutdt que d'envisager
un ensemencement de 1 -~ 0,1 - 0.01 ml qui du point de vue de 1'ex-
pression des Teésultats nous procure un seuil de détection trop éle-
vé ainsi qu'une fourchette trop large,nous nous proposons d'opérer
une dilution de 1'échantillon au 175 qui éviterait cet inconveé-
nient.

Les tableaux 4 et 5 1indiquant la répartition
des reésultats en pourcentage font apparaitre une correspondance
plus étroite de 1a technique Al1-M avec 1a méthode BLBU (&88% de
résultats éguivalents).Les 12% restants étant supérieurs,ce milieu
serait enclin a privilégier davantage le consommateur.

Au regard des wvariations marquées entre Z4 et
4%h d'incubation,le traitement statistique proprement dit portera
sur sur cette seconde période.Il en ressort que contrairement a la
relation BLBU/A1-M,la comparaison des moyennes BLBU/MUG par la mé-
thode des couples présente une différence significative.Cependant,
les écarts observés se révielent pratiquement négligeables pour étre
détectables par la technique en milieu liquide.Une régression 1i-




neaire des données montre un ajustement plus fiable entre les tech-

niques Al-M et BLBUY dont les caractéristiques de la droite sont:
Pente 0.%% et ordonnée a l'origine 0.22.Cette droite dont 1a pente
est proche de 1 et T'ordonnée a l'origine voisine de 0 est assimiia-
ble a une Dpissectrice qui se piace dans |'intervalle de confiance

de la droite de régression.Dans le cas présent la variable x étant
gntachée d'erreurs de mesure,i'estimation de la pente de la droite
de régression se trouve blaisée(sous-estimée).lLes limites des inter-
valles de confiance et le niveau de confiance auquel ils correspon-
dent sont différents des valeurs calculées.Ceci peut expligquer les
points ohservés extérieurs aux limites supérieures des intervalles
calculés (fig.4 et H).La wvariance expliquée par la régression est
de 34 ,5%,77% pour la méthode MUG.Les coefficients de corrélation
sont respectivement R1=0.92 et R2Z=0.22.5ans rejeter d'emblée 1a
technique MUG, force est de constater gue le milieu AT-M procure un
meilleur ajustement avec la meéthode standard.Malgré 1'inconvénient
qui repose sur la nécessite de transférer les tubes au bain-marie
apres trois heures d'étuvage,ce milieu semble fournir des reésul-
tats encourageants dans le dénombrement rapide des coliformes feé-
caux.Aussi,il nous parait opportun. de poursuivre les investiga-
tions engagées afin de mieux appréehender la spécificité du bouil-
lon et en définitive conclure de maniere ohjective quant a son éven-
tuelle utilisation,
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ANNEXE 1 : COMPOSITION DU BOUILLON A LA BILE
ET AU VERT BRILLANT

PRINCIPE

La bile et 1le vert brillant inhibent fortement la crois-
sance de la flore secondaire indésirable et notamment les
proteus.la fFermentation du lactose avec dégagement ga-
zeux,témoin de 1la présence des coliformes,est mise en évi-
dence au moven de cloches de Durham,

COMPOS N

PERTOBE & o ¢ s v oinsind i o o 446 74500 10 g

LACTOSE ¢.ui5 45 44 T BT TSN i ¢ A -

BILE BE BOELEF s v dam bbb @ ouiis 20 g

MERT BRLILLANT ova v b dmvma maw C.0133 g

B e v g 0 0wt i a4 UGROIDE (]
oI - TER ATION

Dissoudre 40 gs1 puis répartir en tubes a raison de 10 ml.
Autoclaver 15 mn a 121°C,

Les tubes présentant un dégagement gazeux franc dans la
cloche de Durham seront considérés comme positifs,




ANNEXE 2 : COMPOSITION DU MILIEU A1-M

P CIP

Le milieu A1-M considéré comme spécifique d'g.coli par
Andrews et Fresnell permet de mettre en eévidence la far-
mentation des sucres ( lactose el salicine ) par produc-
tion de gaz recueillr dans une cloche de Durham.

Le triton X 100, ammonium quaternaire joue le rdle d'inhi-
biteur de la flore secondaire.

L'adjonction de tryptophane confirme la présence d'e.co-
11 par formation d'indole.

COMPOSITION
TRHETONE s w5 06 60k v500 50 sws B0 9
ERETIEE < 5 ¢ 5 o w0050 4 i 3 s B9
CHLGRURE SODIUM ax 0 v'v o inb e 5 4
SOLTEINE i i3 50n 2o iy s £ 4 B 0.5 g
FRITON % 100,43 00u s sunsbom o 1 ml
TRYPTOPHANE « &0 « v o 4 e e D 4
BRI it om0 e o R N T B s e s A0
- INT T

Dissoudre 31.5 g de milieu dans un litre d'eau distillee.
Répartir dans des tubes 14x140 a raison de 10 ml par tu-
bes.

Stériliser a 1'autoclave 10 mn a 1219°C.

Etuver les échantillons 3h a 37°C puis les transférer
dans un bain-marie a 44.5°C pendant 21h voire 45h.

Les tubes présentant simultanément du gaz dans la clo-
che de Durham et 1a formation d'un anneau rouge cerise en
surface seront considéres comme positifs.



ANNEXE 3 : COMPOSITION DU MILIEU FLUOROCULT (BLBU-MUG)

PRINCIPE

La mise &n égvidence d'enzyme spécifique permet d'obtenir
une identification rapide des bhactéries.les enzumes re-
cherchées sont dite "enzymes constitutives",leur activi-
té reste indépendante de la croissance bhactérienne,

Exceptées quelques Tares souches de salmonelles et de shi-

gelles,eg.coli est la seule espece parmi les entérobacté-
ries qui est pourvue de 1'enzyme B-Dglucuronidase.Cette

dernikgre a la propriéte de scinder le subhstrat 4 méthyl
umbélliféryl B-Dglucuronide (MUG) pour produire de 1'um-
belliférone,composé fluorescent sous lumikre UV (344 nm).
L'apparition d'une fluorescence permet d'apprécier la preé-
sence d'e.coli.

Le developpement de la flore secondaire est largement in-
hibé par 1a bile et le vert brillant.La mise en évidence
d'e.colil se fait par observation d'une fluorescence sous
lumiegre UV du milieu aprés incubation.Une fermentation
avec dégagement gazeux et un résultat positif du test de

l"indole permettent de confirmer la présence d'e.coli.
COMPOSITION
BERPTONE ) oo 0 o 5 @ wsop ¢ e 5w 5 ke 10 g
LACTOSE v ¢ o e 5w dus s E B oG B
BELE DE BOEME. ss % i w ¢ i & ek g
UERT BRILLANT v/ o5 ¢ oy B e 3 0.0133 g
L-TRYPTOPHANE. . ... ... ... ... 7 o |
SMETHYL UWBELLTEERY LG g e v .17 3
BRI 5 S0 ooy B L S 0 T g wr ) it 1000 m]
= INT T

Dissoudre 41.5 g pour un litre d'eau distillée.

Distribuer en tubes 4 raison de 10 ml par tube.

Stériliser a 1'autoclave 15 mn a 121°C,

Incuber 14 a 24 h a 37°C éventuellement a 44°C,

Lecture a |'aide d'une lumikre UV de longueur voisine de
344 nm.L'observation d'une fluorescence bleu clair dans
le bouillon correspond a la présence d'g coli.L'appari-
tion de gaz dans la cloche de Durham est caractéristique
des coliformes et d'e.coli en particulier,



ANNEXE 4 : SENSIBILITE DE LA METHODE MUG

cfu/mi
5,

Time (h)
Relationship between the initial cell count
and the time that fluorescence occurred in LTB-MUG
medium.



AMNEXE 5 : PROTOCOLE ANALYTIQUE

-

25 g CH+LI

50 ml diluant
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Cote Liste des Rapports Internes de la Laboratoires
Direction des Ressources Vivantes

DRV-88.030-RH Utilisation de 1’écho-intégration en recherche Nantes
halieutique (analyse de 5 campagnes effectuées
dans le Golfe de Gascogne de 1983 a 1987).

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

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

DRV-88.033-RH Elevage, Péche et Programmes d’étude des stocks Brest
du «Lambi» Strombus gigas
(Gastéropode : Strombidae) dans deux pays de la
Caraibe : iles Turks et Caicos, Porto-Rico.

DRV-89.001-RH Chaine de traitement des statistiques de péche Boulogne
maritime

DRV-89.002-CSRU Etude sanitaire (1986-987) de la petite mer de La Trinité
Gavres (Morbihan)

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

DRV-89.004-RA Contrat de Plan Etat-Région Bretagne La Trinité/
Relance de I'huitre plate La Tremblade
Rapportde synthése 1984-1988

DRV-89.005-RA Contrat de Plan Etat-Région Bretagne La Trinité/
Relance de l'huitre plate La Tremblade
Rapport d'avancement des travaux 1988

DRV-89.006-RA Elevage larvaire extensif de bar (Dicentrarchus Crema-1'Houmeau

DRV-89.007-CSRU

DRV-89.008-RA

DRV-89.009-RH

labrax) en milieu naturel dans les marais salés
de 1Tle de Ré (Cote Atlantique Frangaise)

Etude sanitaire (1987-1988) de la cote de La Trinité
Guidel-Ploemeur-Larmor-Plage (Morbihan)

Application des recherches de fertilisation et Crema-I'Houmeau
stimulation dans 1'élevage de la crevette impériale

(Penaeus japonicus)

Etude d'une gestion optimale des pécheries de Lorient

langoustine et de poissons démerseaux en
mer celtique Tome 1




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 pécheries de
langoustine et de poissons démerseaux en
mer celtique Tome 2

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

Situation zoosanitaire des coquillages en
méditerranée (1985-1987)

La biodéposition dans les aires ostreicoles. Son role
dans la concentration de la matiére organique et de
contaminants potentiels; son impact sur le sédiment

Aération-circulation en bassins d'élevage intensif
de crevettes peneides.

Profils remarquables des courbes de teneur en
oxygene dissous.

Les ressources halieutiques de 1'étang de Berre

Dévasement expérimental de tables conchylicoles
dans 1'étang de Thau. Impact sur le milieu et sur
les mollusques

Surveillance écologique et halieutique
Site de Flamanville - Année 1987

Estimation des stocks de moules dans le
Pertuis breton en 1988

Etude des potentialités aquacoles de la plaine du Gol
Développement de 1'aquaculture tropicale a I'TFREMER

DRV-89.021-RA/SDA Projet d'élevage du loup en mer :

Etude technico-économique du prégrossissement
et du grossissement

DRV-89.022-RA/SDA  Projet d'élevage du loup :

DRV-89.023-RA

DRV-89.024-RA

DRV-89.025-RA

DRV-89.026-RA

DRV-89.027-CSRU

Etude technico-économique de I'écloserie

Guide du télécaptage de larves d'huitres
Crassostrea Gigas

Tri d'alevins de loup et de dorade au stade juvénile
02-12g)

Filtration biologique adaptée a 1'élevage larvaire
de pénéides

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

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

Lorient

Lorient

Séte
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Tahiti

Séte

Sete

Nantes

L'Houmeau

La Réunion

Tahiti

Palavas

Palavas

Quistreham

Palavas

Tahiti

La Trinité

Concarneau
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